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Les viroïdes sont des agents pathogènes subviraux qui infectent des plantes importantes en 
agriculture. Jusqu’à aujourd’hui, une trentaine d’espèces ont été découvertes. Celles-ci sont 
composées d’un brin d’ARN circulaire de longueur variant selon l'espèce de 245 à 400 
nucléotides qui ne codent pour aucune protéine. Chaque viroïde dépend de sa structure pour 
interagir avec son hôte et effectuer toutes les étapes de son cycle biologique. Il est donc de la 
plus haute importance de bien la connaître.  
 
À ce jour, la plupart des études présentent la structure des viroïdes par une prédiction bio-
informatique. Au début de mes études, les structures de seulement deux viroïdes étaient 
connues en solution. Leurs structures avaient été étudiées par cartographie enzymatique ou 
chimique, cependant ces techniques sont longues et fastidieuses. Malgré cela, des motifs 
importants et non prédits par les prédictions bio-informatiques ont été découverts. Ces 
résultats ont renforcé la nécessité de découvrir la structure des viroïdes en solution.  
 
C’est pour cette raison que la structure de chaque espèce de viroïdes a été étudiée dans cette 
thèse. Pour relever ce défi, la technique de SHAPE a été adaptée pour la cartographie rapide 
et précise des viroïdes. L’efficacité de la technique a été confirmée en comparant les résultats 
obtenus par SHAPE avec ceux des viroïdes étudiés précédemment. Par la suite, les deux 
polarités de toutes les espèces de la famille des Avsunviroidae ont été caractérisées. De plus, 
les structures des membres de la seconde famille de viroïdes nommée Pospiviroidae ont aussi 
été étudiées. En dernier lieu, lors d'infections virales chez la plante, des particules à ARN 
circulaire et simple brin peuvent co-infecter les plantes avec certains virus ; ce sont des ARN 
satellites. Étant très semblables aux viroïdes, deux représentants ont été étudiés afin de 
comparer leurs structures à celles des viroïdes. 
 
Chaque ARN cartographié en solution a précisé de façon non négligeable le modèle de la 
structure secondaire par rapport à ceux proposés par la prédiction bio-informatique seule. De 
plus, des motifs tertiaires ont aussi été trouvés pour quelques-uns de ces ARN. L’ensemble 
du travail a aussi permis de proposer des améliorations à la classification des viroïdes et de 
classer de nouvelles espèces. Pour terminer, ce compendium de structures des viroïdes servira 
de point de départ pour étudier les motifs structuraux importants pour leur biologie. 
 
Mots clés : Viroïde, Structure de l’ARN, Avsunviroidae, Pospiviroidae  
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Les plantes résistent à une panoplie d’agresseurs provenant de leur environnement tel que les 
écarts de température, la sécheresse et les insectes. Il existe aussi plusieurs agents pathogènes 
qui s’attaquent aux plantes comme des virus, bactéries et champignons. La classe d’agents 
infectieux la plus récemment découverte est celle des viroïdes.  
 
Au début du 20e siècle, une maladie affectant les cultures de pommes de terre a été décrite 
pour la première fois et elle fut nommée maladie de la filosité de la pomme de terre (Martin, 
1922). Pour faire suite à une recrudescence de cette maladie vers le milieu des années 50, des 
laboratoires au Canada et aux États-Unis se sont afférés à découvrir l’agent causal. Au départ, 
les expériences montraient clairement que ce n'était pas une bactérie ou un champignon qui 
était responsable de la maladie, en conséquence un virus aurait dû être facilement identifié. 
Par contre, ce ne fut pas le cas et il s’est passé plusieurs années avant la découverte de 
nouveaux indices, quant à la composition de l’agent pathogène, car les expériences en 
laboratoire étaient considérablement ralenties par la lente croissance des pommes de terre. 
Son identification a été facilitée par la découverte de la transmission de la maladie chez un 
hôte ayant un cycle de vie plus rapide, les plants de tomate (Raymer et O’Brien, 1962). Grâce 
à ce nouveau modèle expérimental, il a été démontré que la maladie était causée par de l’acide 
ribonucléique (Diener et Raymer, 1967; Singh et Bagnall, 1968). Les chercheurs ont en effet 
montré que les extraits de plantes symptomatiques demeuraient infectieux suite à l’extraction 
des protéines par le phénol. Ce qui est différent des virus qui ont besoin de leur capside 
protéique pour être infectieux. Aussi, une digestion de l’acide désoxyribonucléique de 
l’extrait infectieux n’empêchait pas la transmission de la maladie. Par contre, la digestion par 
une ribonucléase le rendait inoffensif et prouvait que l’acide ribonucléique était le constituant 
de cet agent infectieux. En 1971, la taille extrêmement petite de l’ARN infectieux a été 
déterminée en même temps par les laboratoires canadiens et américains à l’aide de la 
centrifugation en gradient de densité de saccharose et l’électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide (Diener, 1971; Singh et Clark, 1971). Le nom viroïde fut alors proposé pour 
cet ARN infectieux (Diener, 1971). Cette importante découverte mena rapidement à 
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l’identification de plusieurs maladies causées par des viroïdes tels que le rabougrissement du 




Les viroïdes constituent l’élément génétique infectieux le plus petit connu à ce jour (Flores 
et al., 2015). Ils sont regroupés dans la catégorie de particules subvirales au même titre que 
les ARN satellites et les protéines de type prion. Ils sont composés d’un génome d’acide 
ribonucléique (ARN), simple brin et circulaire. Selon l’espèce, leurs tailles varient de 245 à 
400 nucléotides (nt). Ils sont retrouvés sous la forme non encapsidée et non enveloppée. Ils 
sont non codants, c’est-à-dire qu’ils ne sont pas traduits en protéine. Cette caractéristique 
rend les viroïdes dépendants de l’hôte pour toutes les étapes de leur cycle biologique comme 
la réplication, le mouvement cellulaire et systémique. 
 
À ce jour, les viroïdes n’ont été retrouvés que dans les plantes supérieures. Certaines espèces 
induisent des symptômes de plus ou moins grande sévérité. Par exemple, des taches peuvent 
apparaître sur les pommes lors d’une infection par Apple scar skin viroid (ASSVd), la taille 
d’un plant de tomate peut être diminuée lors d’une infection par le Potato spindle tuber viroid 
(PSTVd) ou un palmier va mourir d’une infection par le Coconut cadang-cadang viroid 
(CCCVd). Ceci engendre des pertes importantes de récolte pour les producteurs qui se 
chiffrent entre 17% à 100% (Hadidi et al., 2016). Pour se répliquer, le viroïde utilise un 
mécanisme en cercle roulant entraînant donc la production rapide de plus d’une copie du 
viroïde par cycle réplicatif. Étant donné que plusieurs plantes peuvent répliquer les viroïdes 
sans présenter de symptômes, il est très difficile de protéger les cultures agricoles de ces 







La détection des viroïdes 
 
Plusieurs techniques peuvent être utilisées pour détecter la présence de viroïdes tels que 
l’hybridation de type northern (Rohde et Sänger, 1981) et les gels d’acrylamide à deux 
dimensions (Schumacher et al., 1983). Il y a deux types de détection, celle où la séquence du 
viroïde est inconnue et celle qui permet de confirmer une infection par une espèce déjà 
caractérisée. Lorsque la séquence du viroïde est inconnue, il est possible de faire une 
électrophorèse en deux dimensions. L’extrait d’ARN est migré dans un gel d’acrylamide 
natif suivi d’un gel d’acrylamide dénaturant. Cette technique permet d’isoler l’ARN 
circulaire qui migre différemment des ARN linéaires. Le gel subit une coloration à l’argent. 
L’ARN circulaire est ensuite extrait du gel et fragmenté. Des oligonucléotides d’ARN de 
séquences connues peuvent lui être liés puis utilisés pour la transcription inverse et la PCR 
suivie du séquençage. Si l’infection semble causée par un viroïde connu, alors une façon 
rapide de le détecter est la RT-PCR qui s’effectue par transcription inverse (RT) suivie d’une 
amplification par polymérisation en chaîne (PCR). De nombreux protocoles optimisant la 
technique sont employés pour la détection rapide dans des cultures. Il est même possible 
d’utiliser la RT-PCR quantitative pour déterminer le niveau d’infection et aussi la RT-PCR 
multiplexe avec l’aide de plusieurs oligonucléotides pour distinguer différentes espèces en 
une seule expérience. 
 
Une technique émergente, le séquençage de nouvelle génération, permet la détection et la 
caractérisation de viroïdes. Plusieurs articles ont identifié la présence de viroïdes par 
séquençage de longs fragments d’ARN totaux et d’ARN doubles brins (Al Rwahnih et al., 
2009; Poojari et al., 2013). De plus, lors de l’infection, le viroïde sera clivé en petits ARN de 
21-24 nt (interférence à l’ARN), le séquençage de ces ARN permet d’aligner leurs séquences 
sur le génome de viroïde connu pour les identifier. Il est aussi possible de découvrir de 
nouveaux viroïdes par l’empilement de séquence de petits ARN qui se recoupent et ainsi 
construire le génome d’un viroïde qui n’était pas connu auparavant. C’est par cette technique 
que de nouveaux viroïdes ou des ARN ressemblant aux viroïdes ont été découverts comme 
le Grapevine latent viroid (GLVd) (Zhang et al., 2014) et le Grapevine hammerhead viroid-
like (GHVd) (Wu et al., 2012). Cette technique d’assemblage de génome est particulièrement 
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pratique pour détecter des infections latentes, mais les postulats de Koch doivent par la suite 
être établis pour déterminer si la séquence trouvée est véritablement un viroïde. Plus 
précisément, le viroïde doit être isolé puis inoculé chez une plante saine où ses capacités à se 
répliquer et à se mouvoir seront détectées et l’ARN isolé à nouveau. Les postulats de Koch 
originaux exigeant l’observation de symptômes et la culture in vitro de l’agent pathogène 
n’ont pas à être établis pour de nouveaux viroïdes puisqu’ils ne causent pas toujours de 
symptômes et ne peuvent pas être répliqués en milieu de culture. 
 
La classification des viroïdes 
 
Le dernier consensus du comité international sur la taxonomie des virus (ICTV) a approuvé 
32 espèces de viroïdes (Tableau 1) (Di Serio et al., 2014). Étant donné la présence d’une 
hétérogénéité de séquences des espèces de viroïdes; une limite arbitraire de similitude de la 
séquence a été fixée à 90% pour distinguer les espèces. Ce critère est non obligatoire si le 
viroïde possède des caractéristiques biologiques différentes d’une autre espèce; par exemple, 
si le viroïde est infectieux dans un hôte particulier. Par la suite, les viroïdes sont classés selon 

















Tableau 1 Classification taxonomique des viroïdes 
Famille Genre Espèce (nom abrégé) 
Pospiviroidae 
Pospiviroid 
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) 
Citrus exocortis viroid (CEVd) 
Columnea latent viroid (CLVd) 
Iresine viroid -1 (IrVd-1) 
Mexican papita viroid (MPVd) 
Pepper chat fruit vroid (PCFVd) 
Potato spindle tuber viroid (PSTVd) 
Tomato apical stunt viroid (TASVd) 
Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) 
Tomato planta macho viroid (TPMVd) 
Cocadviroid 
Citrus bark cracking viroid (CBCVd) 
Cocconut tinangaja viroid (CTiVd) 
Coconut cadang cadang viroid (CCCVd) 
Hop latent viroid (HLVd) 
Hostuviroid Hop stunt viroid (HSVd) 
Apscaviroid 
Apple dimple fruit viroid (ADFVd) 
Apple scar skin viroid (ASSVd) 
Australian grapevine viroid (AGVd) 
Citrus bent leaf viroid (CBLVd) 
Citrus dwarfing viroid (CDVd) 
Citrus viroid-OS (CVd-OS) 
Citrus viroid-V (CVd-V) 
Grapevine yellow speckled viroid-1 (GYSVd-1) 
Grapevine yellow speckled viroid-2 (GYSVd-2) 
Pear blister cranker viroid (PBCVd) 
Coleviroid 
Coleus brumei viroid 1 (CbVd-1) 
Coleus brumei viroid 2 (CbVd-2) 
Coleus brumei viroid 3 (CbVd-3) 
Avsunviroidae 
Avsunviroid Avocado sunblotch viroid (ASBVd) 
Pelaviroid 
Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) 
Peach latent mosaic viroid (PLMVd) 











La famille de Pospiviroidae compte 28 espèces se répliquant au noyau de la cellule infectée 
et suivant un mécanisme de réplication en cercle roulant asymétrique (Di Serio et al., 2014). 
Ils sont connus pour adopter une structure de type bâtonnet qui ne contient pas de motif 
autocatalytique. Pour mieux comparer les viroïdes entre eux un système de séparation en cinq 
domaines de la structure en épingle à cheveux des viroïdes de la famille des Pospiviroidae a 
été proposé (Keese et Symons, 1985). Ce système de notation, encore utilisé aujourd’hui, est 
basé sur l’homologie de séquence et de la prédiction de structure des viroïdes connus en 1985 
pour faire la séparation des viroïdes. Le premier est le domaine central, le CCR. Le second 
domaine identifié à l’époque a été nommé domaine de la pathologie (P) puisque des 
mutations dans cette région semblaient affecter l’apparition de symptômes. Par la suite, il y 
a les deux domaines terminaux, soit le terminal gauche (TL) et le terminal droit (TR) qui sont 
assez bien conservés chez les viroïdes du genre Pospiviroid, et il y a le domaine à droite du 
CCR qui est nommé domaine variable (V) puisque sa séquence est très variable (Figure 1). 
 
 
Figure 1 Schéma typique des viroïdes de la famille Pospiviroidae 
Les différents domaines des viroïdes sont le terminal gauche (TL), de la pathologie (P), le 
central C, le variable (V) et le terminal droit (TR). Les membres de cette famille se répliquent 
en suivant le mécanisme de réplication asymétrique. La région centrale conservée (CCR) et 
la région terminale conservée (TCR) sont composées de séquences conservées qui peuvent 
aider à la classification des espèces en genre. Adaptée de Di Serio et al. (2014). 
 
Bien que la séparation de la structure des viroïdes en cinq domaines soit encore utilisée 
aujourd’hui, il est plutôt difficile d’établir le site de séparation au nucléotide près des 
différents domaines vu que les espèces peuvent avoir une faible homologie de séquences. Ils 
contiennent aussi selon l’espèce, une région terminale conservée (terminal conserved region 
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TCR) ou une tige-boucle terminale conservée (terminal conserved hairpin, TCH), toutes les 
deux dans le TR. Les séquences de ces régions servent à classer les viroïdes dans les cinq 




Les membres de cette famille ont pour particularité de se répliquer au niveau du chloroplaste 
de la cellule infectée. Ils utilisent les mécanismes de réplication en cercle roulant symétrique 
ce qui a pour conséquence de produire des viroïdes circulaires de polarité positive (+) et 
négative (-). Par convention, la polarité (+) est attribuée à celle qui est retrouvée en plus 
grande quantité lors d’une infection. On retrouve dans leur séquence un motif autocatalytique 
de type ribozyme à tête de marteau (hammerhead) dans chaque polarité, utilisé lors de la 
réplication. Cette famille est composée de quatre espèces qui sont subdivisées en trois genres 
basés sur le type de ribozyme, le pourcentage de guanine et cytosine (G+C) et la prédiction 
de structure (Figure 2) (Di Serio et al., 2014). Le premier viroïde découvert de cette famille 
est le Avocado sunblotch viroid (ASBVd) (Symons, 1981). Il est classé dans le genre 
Avsunviroid puisqu’il possède un ribozyme atypique avec une courte tige III et de grandes 
boucles 1 et 2, un pourcentage G+C très faible de 38% et une structure peu branchée. Le 
Peach latent mosaic viroid (PLMVd) (Flores et al., 1990) et, le Chrysanthemum chlorotic 
mottle viroid (CChMVd) (Navarro et Flores, 1997) appartiennent au genre Pelamoviroid, car 
ils sont branchés, possèdent un motif à tête de marteau stable localisé à l’extrémité d’une tige 
boucle et sont riches en G+C. Le dernier genre, Elaviroid, est celui du Eggplant latent viroid 
(ELVd) (Fadda et al., 2003). Celui-ci a pour caractéristique d’être riche en G+C, mais d’être 





Figure 2 Schéma de la structure secondaire et tertiaire d’un membre de la famille des 
Avsunviroidae 
La structure prédite de la polarité positive de PLMVd de la famille Avsunviroidae. Les 
drapeaux représentent les limites de la séquence du motif autocatalytique en tête-de-marteau. 
Les flèches pointent vers le site de coupure et les boîtes sont placées où les nucléotides 
conservés du motif autocatalytique se retrouvent. Les formes noires sont pour la polarité (+) 
et les blanches pour la polarité (-). Adaptée de Bussière et al. (2000). 
 
L’évolution des viroïdes 
 
L’origine des viroïdes 
 
Plusieurs théories ont émergé sur la provenance des viroïdes, mais très de peu de démarches 
scientifiques ont été entreprises pour les prouver. La première hypothèse est qu’ils sont des 
vestiges du monde ARN (Diener, 2003). Cette théorie repose sur le fait que l’ARN serait 
apparu avant les protéines et l’ADN et qu’il aurait été le matériel encodant l’information 
génétique et catalysant les réactions moléculaires nécessaires à l’apparition de la vie. Deux 
caractéristiques sont nécessaires à l’ARN pour être au centre de la vie, soit l’aspect 
catalytique et l’autoréplication. Plusieurs ARN possèdent encore aujourd’hui une activité 
autocatalytique tels que la ribonucléase de type P (RNaseP), les introns du groupe I, les 
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introns du groupe II, l’ARN ribosomal et les viroïdes. L’aspect autoréplicatif pourrait quant 
à lui avoir été perdu avec l’apparition des protéines comme la polymérase qui sont beaucoup 
plus efficaces. L’hypothèse des viroïdes en tant que vestiges du monde ARN semble moins 
plausible puisque jusqu’à présent aucun viroïde n’a été trouvé chez les plantes ancestrales et 
les autres domaines de la vie (Chela-Flores, 1994). En effet, il serait beaucoup plus probable 
que les viroïdes soient apparus plus récemment avec l’évolution des plantes supérieures. 
Cependant l’ARN satellite du virus de l’hépatite B, le virus de l’hépatite delta (VHD), qui 
infecte les cellules hépatiques humaines possède des caractéristiques comparables aux 
viroïdes même s’il code pour deux protéines. Il a un motif autocatalytique et un génome 
d’ARN simple, circulaire qui se réplique par un mécanisme en cercle roulant. L’apparition 
de ce virus a été proposée comme découlant de la fusion entre un viroïde et un gène codant, 
ce qui laisse supposer une apparition très tôt dans l’évolution ou au minimum la rencontre 
d’un viroïde avec les cellules de mammifères. 
 
D’autres propositions sur l’origine des viroïdes sont basées sur la possibilité qu’ils soient des 
introns échappés (Cech, 1985; Sharp, 1985) ou des rétrotransposons (Kiefer et al., 1983; 
Lewin, 1983). L’hypothèse des introns échappés provient de l’observation d’une bonne 
similarité de séquence qu’ont les viroïdes avec les introns du groupe I et plus particulièrement 
l’intron autocatalytique de Tetrahymena thermophila. La similarité de séquence se retrouve 
au niveau d’un motif important pour l’autocoupure de l’intron et du brin supérieur du 
domaine central des viroïdes de famille des Pospiviroidae. L’hypothèse des rétrotransposons 
pour l’origine des viroïdes est aussi basée sur la similarité de séquence, mais au niveau de la 
région riche en purine du brin supérieur du domaine de la pathologie des Pospiviroidae de 
même que sur deux courtes séquences répétées suivies de courtes séquences répétées 
inversées. Ces séquences rappellent le motif de liaison nécessaire à la transcriptase inverse 
ainsi que les régions terminales répétées des transposons. Ces deux hypothèses n’ont 
malheureusement jamais gagné en popularité, mais mériteraient d’être revisitées en 
considérant les nouveaux viroïdes découverts depuis. Une découverte récente a montré 
l’existence de rétrotransposons entourés de motifs autocatalytiques en tête-de-marteau 
nommés rétrozymes chez les plantes (Cervera et al., 2016). Ces rétrozymes sont non-codants 
et circulaires. Des brins de polarités (+) et (-) ont été détectés chez plusieurs plantes. Les 
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auteurs ont d’ailleurs postulé qu’ils pourraient être à l’origine des viroïdes. Étant donné le 
manque de preuves et probablement l’origine très ancestrale de tous ces éléments génétiques, 





Le modèle de quasi-espèces permet de décrire les organismes existant sous la forme d’un 
ensemble de variants de séquence dans leur environnement (Biebricher et Eigen, 2006). Les 
virus ARN sont souvent des quasi-espèces puisque le manque de fidélité de leur polymérase 
engendre un ensemble de séquences différentes (Bordería et al., 2016). Les viroïdes obéissent 
aussi à ce modèle, car ils sont répliqués par des ARN polymérases ADN-dépendantes. L'ARN 
n’étant pas la matrice habituelle de cette enzyme, elle aura tendance à faire des erreurs qu’elle 
ne pourra pas corriger lorsque le viroïde sera répliqué. Un taux de mutation par base et par 
cycle de réplication pour PSTVd et CChMVd a été expérimentalement déterminé à 5x10-3 et 
2.5x10-3 respectivement (Brass et al., 2017; Gago et al., 2009). Ceci correspond environ à 
une mutation par cycle de réplication et a pour conséquence d’engendrer une multitude de 
séquences différentes. En effet suivant une infection, on retrouve un nuage de variants. Par 
exemple, une expérience de séquençage à haut débit de l’ARN circulaire de PLMVd isolé 
d’un pêcher infecté pendant six mois par un seul variant de PLMVd a permis de dénombrer 
3939 variants différents de PLMVd (Glouzon et al., 2014). Le plus surprenant de cette étude 
est que la séquence maîtresse qui a été utilisée pour l’infection n’a pas été retrouvée. Ceci 
montre que de nouveaux variants peuvent émerger rapidement. Le haut taux de mutation des 
viroïdes pourrait leur permettre de s’adapter à de nouveaux hôtes et aussi de résister à la 
pression sélective. En effet, de nouveaux variants peuvent devenir plus adaptés et émerger 
en tant que nouvelle séquence maîtresse (Salman et al., 2014). 
 
Une autre façon qu’ont les viroïdes de se diversifier est la génération d’espèces chimériques 
(Hou et al., 2009a; Spieker et al., 1996). Ces dernières sont caractérisées par un génome 
ayant des portions de séquences homologues à plus d’un viroïde. Ce phénomène pourrait se 
produire lorsque plus d’un viroïde infecte une même plante au même moment. La co-
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infection a été observée dans de nombreux cas à l’état naturel. La formation des chimères se 
produirait lorsque la polymérase change de transcrit lors de la réplication en cellules co-
infectées par plus d’une espèce (Keese et Symons, 1985). 
 
Le cycle de vie des viroïdes 
 
L’infection de l’hôte 
 
Malgré l’absence de capside pour protéger leur génome d’ARN, les viroïdes démontrent une 
grande résistance. Ils demeurent intacts dans des feuilles séchées à froid et laissées à 
température pièce durant plusieurs années (Singh et Finnie, 1977), de même que dans des 
graines de pomme de terre âgées de plus de 20 ans (Singh et al., 1991). Les viroïdes sont 
hautement contagieux et certains ont un large éventail d’hôtes. Ils peuvent être transmis de 
façon mécanique par des outils, par le contact plante-plante et par greffe, une technique très 
utilisée pour la culture. Certains peuvent être transmis par les graines ou le pollen. Des 
viroïdes ont été retrouvés dans le stylet et l’estomac de l’aphidé Myzus persicae, cette 
identification permet de penser que les viroïdes peuvent être transmis par des insectes soit 
par simple contact ou bien lorsqu’ils se nourrissent sur la plante (Van Bogaert et al., 2015). 
De plus, des essais de transmission d’ASSVd avec la mouche Trialeurodes vaporariorum 
ont été réussis (Walia et al., 2015). Lorsque le viroïde pénètre dans la plante par une de ces 
façons, il doit se répliquer et se déplacer dans l’hôte. Les interactions de cet ARN non-codant 
avec l’hôte deviennent alors primordiales pour établir l’infection.  
 
La réplication des viroïdes 
 
Les deux familles de viroïdes ont un mécanisme de réplication différent. Ces derniers ont été 
déduits par l’observation de la présence et l’absence de certains intermédiaires de réplication. 
Pour les Pospiviroidae, la réplication se fait à partir d’un mécanisme en cercle roulant 
asymétrique (Figure 3A). Brièvement, le viroïde circulaire est transcrit en une forme 
multimérique de polarité (-). Ensuite, ce brin permet la synthèse du brin de polarité (+) 
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multimérique qui sera clivé puis liguer pour former le nouveau viroïde circulaire. La forme 
circulaire de PSTVd a été confirmée hors de tout doute lors de son séquençage (Gross et al., 
1978). Par la suite, des expériences d’hybridation de type northern ont permis de déterminer 
la présence de formes multimériques des deux polarités et l’absence de viroïde linéaire 
monomérique et circulaire (-) (Branch et Robertson, 1984). La recherche du brin circulaire 
(-) de PSTVd s’est poursuivie par l’étude de tomates infectées et cultivées en présence de 
phosphore radioactif. Encore une fois seulement le brin (+) circulaire a été détecté, permettant 
ainsi de clore le débat sur le mécanisme de réplication de Pospiviroidae (Branch et al., 1988). 
À partir de ce mécanisme et par l’observation par hybridation de type northern de la polarité 
(-) circulaire d’ASBVd, il a été possible de conclure que le mécanisme de réplication était 
symétrique pour les Avsunviroidae (Daròs et al., 1994; Hutchins et al., 1985; Navarro et al., 





Figure 3 Réplication des viroïdes 
Schéma représentant la réplication en cercle roulant des viroïdes. En A, les viroïdes de la 
famille des Pospiviroidae se répliquent en suivant le mécanisme de réplication asymétrique. 
La polymérisation du brin complémentaire multimérique se fait à partir de la polarité (+) 
circulaire. L’ARN multimérique de polarité (-) est directement utilisé pour la synthèse du 
brin de polarité (+) multimérique. Ensuite, il y a coupure en monomère et ligation afin 
d’obtenir le monomère circulaire (+). En B, les viroïdes de la famille des Avsunviroidae se 
répliquent de façon symétrique, avec la production de polarité positive (+) et négative (-) 
circulaire. Pour commencer, le monomère circulaire de polarité (+) est répliqué en un brin 
multimérique de polarité (-) qui sera coupé puis ligué pour produire la polarité (-) circulaire. 
Celle-ci servira de matrice pour répéter le cycle de réplication afin de produire la polarité (+) 
circulaire. Les flèches représentent le site de coupure des ARN multimériques. 
 




Les virus ARN modifient la structure d’organelles de la cellule infectée pour créer des 
invaginations qui leur permettent de concentrer la réplication à des sites propices dans le 
cytoplasme (Harak et Lohmann, 2015). Le viroïde quant à lui utilise directement les 
organelles de la cellule pour sa réplication. PSTVd, membre des Pospiviroidae, a été détecté 
par hybridation in situ majoritairement au noyau des cellules (Harders et al., 1989). Par la 
suite, une étude plus précise a montré la localisation de la polarité (+) au nucléole et au 
nucléoplasme (Qi et Ding, 2003), alors que l’intermédiaire (-) multimérique était présent 
qu’au nucléoplasme. Ceci permet de croire que l’initiation et l’élongation de la transcription 
se produisent au nucléoplasme et que la polarité multimérique (+) est transportée vers le 
nucléole ou les étapes de coupure et de ligation ont lieu. 
 
Les Avsunviroidae se retrouvent majoritairement au chloroplaste et dans les vacuoles des 
cellules. Des études d’hybridation in situ ont permis de le montrer pour ASBVd (+) (Lima et 
al., 1994) et plus tard pour ses intermédiaires de réplication et sa polarité (-) (Navarro et al., 
1999). Au laboratoire de Jean-Pierre Perreault, PLMVd et ses intermédiaires ont aussi été 
montrés comme étant localisés au chloroplaste (Bussière et al., 1999). Ces expériences 




Il a été suggéré très tôt que la polymérase responsable de la réplication des viroïdes est l’ARN 
polymérase II (ARN pol II). Des expériences avec l’inhibiteur de l’ARN pol II, l’alpha-
amanitine, ont montré qu'il réduisait la réplication du viroïde (Mühlbach et Sänger, 1979). 
Alors que l’inhibition de l’ARN pol I par l’actinomycine D n’affectait pas la réplication 
(Diener et Smith, 1975). Cependant, l’interaction directe du viroïde avec l’ARN pol II n’étant 
pas démontrée et la localisation du viroïde en partie au nucléole où seulement l’ARN pol I 
est retrouvée a longtemps jeté de l’incertitude sur la protéine véritablement impliquée lors de 
la réplication des Pospiviroidae. Récemment, l’interaction directe de l’ARN pol II avec 
PSTVd a été montrée par immunoprécipitation d’ARN (Wang et al., 2016). Le site 
d’initiation de la transcription chez les Pospiviroidae se situe à l’extrémité de la boucle 
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terminale gauche et il a été démontré précisément aux nucléotides C359 et U1 chez PSTVd 
(Kolonko et al., 2006). 
 
Une intéressante question demeure : comment cette ARN polymérase ADN-dépendante peut 
utiliser la matrice d’ARN du viroïde pour la réplication ? Il a été montré que l’ARN pol II 
peut lier l’ARN dans le même site que la liaison de l’ADN par cristallographie (Lehmann et 
al., 2007). Il est même suggéré que cette activité ARN polymérase ARN-dépendante 
explique l’évolution d’une réplicase ancestrale utilisant l’ARN comme gabarit vers la 
polymérase d’aujourd’hui. L’identification de la polymérase qui réplique les viroïdes ne 
permet pas d’expliquer comment se fait cette réplication ni de déterminer les facteurs qui 
sont impliqués. Dans l’étude de Kolonko et al., de 2006, il a été démontré que PSTVd 
interagit avec le facteur canonique de transcription IIIA (TFIIIA) normalement associé à la 
réplication de l’ARN ribosomal 5S par la polymérase III. Dans une étude plus récente, 
l’interaction entre PSTVd et TFIIIA a été examinée plus en profondeur (Wang et al., 2016). 
Il a été montré que PSTVd interagit avec TFIIIA à neuf doigts de zinc (TFIIIA-9ZF) et son 
variant d’épissage (TFIIIA-7ZF). La polarité (+) interagit avec TFIIIA-9ZF au nucléole et 
TFIIIA-7ZF interagit avec les deux polarités au nucléole et au nucléoplasme. La suppression 
de TFIIIA-7ZF diminuait la réplication de PSTVd et la surexpression de cette protéine 
augmentait la réplication du viroïde. L’interaction de TFIIIA-7ZF avec l'ARN pol II et 
PSTVd a aussi été montrée. De plus, un essai de réplication in vitro avec un extrait de l'ARN 
pol II partiellement purifiée avec TFIIIA-7ZF favorise la réplication du brin circulaire de 
PSTVd. L’ensemble de ces résultats montre bien l’importance de ce facteur pour la 
réplication et encore une fois le haut niveau d’adaptabilité des viroïdes.  
 
Puisque les intermédiaires de réplication des Avsunviroidae sont retrouvés au chloroplaste, 
les chercheurs ont tenté de déterminer laquelle des polymérases est impliquée dans ce 
processus. Jusqu’à ce jour, aucune preuve directe n’a permis de montrer l’interaction de la 
polymérase et d’un viroïde de cette famille. Deux polymérases sont retrouvées dans les 
chloroplastes. La première est la nuclear encoded polymerase (NEP), une ARN polymérase 
apparentée à la polymérase de bactériophage qui est produite au noyau puis transférée vers 
le chloroplaste. La seconde est la plastid encoded polymerase (PEP) qui ressemble à la 
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polymérase bactérienne. Des expériences d’inhibition avec la tagetitoxine, un inhibiteur de 
la polymérase bactérienne, ont montré que la réplication d’ASBVd n’était pas affectée 
(Navarro et al., 2000) et laisse croire que ce serait la NEP qui réplique les Avsunviroidae. 
 
Des sites d’initiation ont été déterminés pour plusieurs Avsunviroidae. Chez ASBVd, le site 
d’initiation est situé pour les deux polarités à l’extrémité de la boucle terminale droite. Plus 
précisément aux nucléotides U121 pour la polarité positive et au U119 pour la polarité 
négative. De plus, les nucléotides entourant le site d’initiation ressemblent à la séquence 
nucléotidique nécessaire pour la réplication par la NEP (Navarro et Flores, 2000). 
 
Le site d’initiation de PLMVd a été étudié, mais deux sites différents ont été trouvés. Lors 
d’une étude in vitro avec une polymérase d’E. coli les sites identifiés se trouvent dans la 
boucle P11 aux positions U332, U335 ou U337 (Pelchat et al., 2002). Une autre étude a 
montré que le site d’initiation pour les deux polarités est en face du site de coupure de la 
polarité inverse grâce à l’adaptation de la technique de RNA ligase-mediated rapid 
ampliﬁcation of cDNA ends (RLM-RACE) pour l’analyse des fragments subgénomiques des 
viroïdes (Delgado et al., 2005). Cette technique consiste à liguer un oligonucléotide d’ARN 
de séquence connue puis à amplifier par RT-PCR l’ARN du viroïde à l’aide 
d'oligonucléotides spécifiques. Le fragment amplifié est par la suite cloné et séquencé pour 
déterminer précisément le site d’initiation du viroïde. Une étude a confirmé le résultat de 
2005 concernant le site d’initiation de la réplication (Motard et al., 2008). Les auteurs ont 
aussi trouvé une possible séquence promotrice pour la polymérase d’E. coli par SELEX, une 
méthode qui consiste en la sélection in vitro des ligands à partir d’une banque de séquences 
d’oligonucléotides puis à leur amplification. Ces deux étapes, sélection et amplification, sont 
répétées pour obtenir un enrichissement des meilleures séquences. 
 
Les sites d’initiation de la réplication des deux polarités d’ELVd ont été découverts 
récemment par la technique de RLM-RACE. Ceux-ci sont situés au U138 pour ELVd (+) et 
au A48 ELVd (-). Puisqu’il n’y a aucune homologie de séquence entourant ces deux sites 
d’initiation les auteurs ont émis l’hypothèse que la polymérase ou un facteur de transcription 
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de l’aubergine reconnaîtrait un élément structural commun entre les deux polarités d’ELVd 
(López-Carrasco et al., 2016). 
 
La coupure des fragments multimériques 
 
La réplication de l’ARN en cercle roulant produit des copies multimériques du viroïde. Il y 
a donc une étape de coupure qui est nécessaire avant la circularisation du viroïde. Chez les 
Pospiviroidae, l’enzyme responsable n’a toujours pas été identifiée. Des expériences in vitro 
avec des extraits nucléaires de pommes de terre ont montré la coupure de PSTVd (+) 
multimérique. Lors de cette étape, il y a la formation d’une conformation particulière 
impliquant une jonction à quatre tiges pour la première coupure afin d’enlever l’extrémité 5’ 
en trop. Puis le repliement en tige-boucle du viroïde favorisera la deuxième coupure pour 
enlever la portion superflue en 3’ (Baumstark et al., 1997). Les chercheurs ont localisé le site 
de coupure entre les nucléotides G95 et G96. De plus, les monomères produits pouvaient 
s’autoliguer, mais de façon inefficace. Une étude chez plusieurs viroïdes in vivo a localisé le 
site de coupure au même endroit que chez PSTVd, mais c'est avec une conformation double 
brins du viroïde multimérique qui permettrait la coupure par une ribonucléase de type III 
(Gas et al., 2007). Il est important de noter que cette RNase n’a jamais été identifiée. 
 
Les formes multimériques des Avsunviroidae sont clivées par le motif autocatalytique en 
tête-de-marteau. Ce motif structural est composé d’une séquence conservée de 15 nt et 
entouré de trois branches doubles brins de séquence flexible (Figure 4). Ce ribozyme agit en 
cis puisqu’il clive l’ARN sur lequel il est retrouvé. Pour effectuer la coupure, il a besoin 
d’ions magnésium bivalents, ceci implique la présence d’une interaction tertiaire. En effet, 
la cristallographie du ribozyme a montré que l’interaction entre les boucles des tiges 1 et 2 
favorisait le clivage (de la Peña et al., 2003). Une étude a aussi montré cette interaction en 
caractérisant la structure tridimensionnelle de tige-boucle I du ribozyme à tête-de-marteau de 
CChMVd (+) et de la tige-boucle II de ce ribozyme pour CChMVd (-) par la technique de 
résonnance magéntique nucléaire (RMN) (Dufour et al., 2009). Pour ASBVd, la coupure se 
fait avec un double motif en tête-de-marteau (Forster et al., 1988) puisque la tige 3 du motif 
autocatalytique seul est très courte et instable, l’adoption du double motif permet une 
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meilleure stabilité. Pour PLMVd et les autres Avsunviroidae, la coupure a lieu avec un seul 
motif en tête-de-marteau (Beaudry et al., 1995). La coupure produit une extrémité 5’-
hydroxyle et une extrémité 2’,3’-phosphocyclique. De plus, le motif autocatalytique est 
retrouvé dans les deux polarités. Par contre, l’efficacité du motif autocatalytique peut varier 
grandement d’une polarité à l’autre pour un même viroïde. Par exemple, des cellules infectées 
par ASBVd peuvent contenir des copies octomériques de la polarité (+) alors que seulement 
des copies dimériques sont retrouvées pour la polarité (-) suggérant ainsi l’inefficacité du 
motif autocatalytique de la polarité (+) par rapport à celui de la polarité (-) (Hui-Bon-Hoa et 
al., 2014).  
 
 
Figure 4 Motif autocatalytique en tête-de-marteau 
Structure secondaire et tertiaire du motif autocatalytique en tête-de-marteau retrouvé chez les 
viroïdes de la famille des Avsunviroidae. La flèche indique le site de coupure. Les nucléotides 
en noir sont les nucléotides conservés de ce motif. Il est possible d’observer les interactions 
tertiaires entre les nucléotides de la boucle 1 et de la boucle 2. Pur et Pyr sont les abréviations 
de purine et pyrimidine, respectivement. Adaptée de (Flores et al., 2009). 
 
La circularisation des monomères 
 
La dernière étape de la réplication est la ligation du génome monomérique du viroïde. Chez 
les Pospiviroidae, la ligation semble s’effectuer à l’aide d’une ligase. Cette enzyme 
potentielle est la ligase à ADN de type 1 et elle a été identifiée par une suite d’expériences 
avec PSTVd (Nohales et al., 2012a). Pour ce faire, les chercheurs ont commencé par 
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circulariser un monomère de PSTVd avec des fractions protéiques obtenues par 
chromatographie en phase liquide sur colonne d’héparine et éluées par un gradient linéaire 
croissant de chlorure de potassium. Ils ont montré la spécificité de la ligation pour un viroïde 
ayant des extrémités 5’-phosphomonoester et 3’-hydroxyle ouvert entre les positions G95 et 
G96 et la nécessité de la présence de l’adénosine triphosphate (ATP) pour l’activité. Puisque 
les ligases peuvent utiliser l’ATP et transiter par une forme adenylée, il a été possible 
d’identifier la taille de la ligase en utilisant de l’ATP radiomarquée pour la ligation et en 
migrant l’extrait protéique sur gel acrylamide dénaturant. Ensuite, ils ont procédé à son 
identification par spectrométrie de masse en tandem. Plusieurs expériences in vivo en 
conditions de réduction d’expression de cette ligase ont montré une réduction de la forme 
circulaire du viroïde. Toutefois, la ligase à ADN est une protéine essentielle pour la cellule, 
donc il n’est pas possible de la supprimer complètement. Par le fait même la réplication de 
PSTVd n’étant pas totalement éliminée lors des expériences in vivo, il n’est pas possible 
d’exclure qu’une autre ligase puisse agir lors de la réplication des viroïdes de cette famille. 
 
Pour les Avsunviroidae, la ligation peut s’effectuer de deux façons. La première est 
l’autoligation grâce aux extrémités 5’-hydroxyle et 2’,3’-phosphocyclique produites lors du 
clivage par le motif autocatalytique en tête-de-marteau. Durant l’autoligation, un lien 2’,5’-
phosphodiester est produit au site de ligation (Lafontaine et al., 1995) et il aide à protéger le 
viroïde contre de futures coupures (Côté et al., 2001). La seconde est protéique et se fait à 
l’aide de l’isoforme chloroplastique d’une ligase à ARN de transfert (ARNt) (Nohales et al., 
2012b). Avec l’enzyme recombinante de l’aubergine, les chercheurs ont réussi à liguer les 
brins positif et négatif de tous les viroïdes des Avsunviroidae in vitro. En inhibant la 
production de cette enzyme par la technique d’induction de l’interférence génique par virus 
(VIGs virus-induced gene silencing), la réplication d’ELVd est diminuée ce qui semble 
indiquer qu’elle pourrait être l’enzyme utilisée pour la ligation in vivo. Le lien produit par la 
ligase à ARNt des plantes est un 3’,5’-phosphodiester avec une jonction 2’-
phosphomonoester (Englert et Beier, 2005). Ce groupement en position 2’ est enlevé par une 
phosphotransférase pour obtenir le lien mature 3’,5’-phosphodiester. En effectuant une 
réaction de transcription inverse sur les viroïdes des Avsunviroidae, un arrêt de transcription 
peut être noté au site de ligation chez PLMVd (Ambrós et al., 1998) et CChMVd (de la Peña 
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et al., 1999), mais pas chez ELVd (Fadda et al., 2003) et ASBVd (Molina-Serrano et al., 
2012). Ces arrêts de transcription peuvent être dus au lien 2’,5’-phosphodiester produit par 
l’autoligation ou à une mauvaise maturation du lien 2’-phosphmonooester par la 
phosphotransférase, qui n’a toujours pas été identifiée. Pour résumer, l’ensemble de ces 
résultats ne permet pas d’exclure la circularisation de certains Avsunviroidae par autoligation. 
 
Le mouvement des viroïdes 
 
Pour assurer le cycle d’infection complet, les viroïdes doivent pouvoir se déplacer à 
l’intérieur de la cellule, de cellule en cellule et dans le système vasculaire de la plante. Pour 
ce faire, le viroïde doit interagir avec différentes composantes de son hôte (Figure 5). 
 
 
Figure 5 Mouvement des viroïdes 
Les viroïdes infectent l’épiderme de la plante puis ils se rendent vers leur site de réplication. 
Suivant la réplication, ils sont exportés hors de l’organelle. Ensuite, ils vont être transportés 
vers les cellules du mésophylle puis vers les cellules de la palissade pour finalement se 
retrouver dans le phloème. Le mouvement de longue distance par le phloème permet aux 
viroïdes de coloniser d’autres régions de la plante et d’ainsi établir une infection systémique 




Le mouvement intracellulaire 
 
Très peu de connaissances ont été acquises concernant les mécanismes de transition vers le 
noyau et hors du noyau des Pospiviroidae, bien qu’il a été montré qu’ils ne diffusent pas 
passivement par le pore nucléique (Abraitiene et al., 2008). Les viroïdes semblent interagir 
avec des molécules pour leur transport qui n’ont toujours pas été identifiées. 
 
Une étude intéressante avec ELVd, un Avsunviroidae, a montré qu’il peut transiter vers le 
noyau avant de se rendre au chloroplaste pour sa réplication (Gómez et Pallás, 2012). Pour 
faire cette démonstration, un système rapporteur viral strictement cytoplasmique a été utilisé. 
Ce dernier consiste en une fusion d’ELVd suivi du transcrit de la protéine fluorescente verte 
(GFP) contenant un intron. Lorsque le transcrit est inoculé dans la plante, il doit absolument 
transiter par le noyau pour qu’il y ait excision de l’intron et par la suite production de la 
protéine fluorescente. Puisque la fluorescence est détectée seulement lorsque la séquence 
d’ELVd est présente dans le transcrit initial, il est possible qu’ELVd possède un signal de 
localisation nucléaire. Ceci correspond bien avec les observations de faible quantité 
d’ASBVd (Marcos et Flores, 1990) et de PLMVd (Bussière et al., 1999) au noyau. De plus, 
il a été observé en insérant ELVd dans la région 5’ non traduite (5’UTR) du transcrit de la 
GFP que la traduction avait lieu au chloroplaste contrairement à au transcrit de la GFP seule 
qui est traduit au cytoplasme (Gómez et Pallás, 2010). Bien que ces expériences ne montrent 
pas précisément quelle voie est utilisée par les Avsunviroidae pour leur transport, elles 
suggèrent qu’ils peuvent emprunter une voie de transport entre le noyau et le cytoplasme. De 
plus, ces études n’excluent pas la possibilité du transport direct vers le chloroplaste des 
Avsunviroidae. 
 
Le mouvement intercellulaire 
 
Les viroïdes sont transportés de cellule en cellule par les plasmodesmes (Ding et al., 1997). 
Ceux-ci sont des canaux de la paroi cellulaire qui relient les cellules voisines de la plante. 
Les viroïdes traversent de façon contrôlée les plasmodesmes. Des preuves en ce sens ont été 
acquises en observant le passage de deux variants de PSTVd dans les feuilles jeunes et 
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matures de la plante Nicotiana Benthamiana (Qi et al., 2004). Ces deux variants n’ont que 
cinq nucléotides différents qui sont situés dans un motif structural qui permet au viroïde de 
traverser des cellules de la gaine périvasculaire vers les cellules du mésophylle dans les 
cellules jeunes. Cependant, ce motif n’est pas nécessaire pour le transport inverse ni pour le 
transport dans les feuilles matures. Une autre étude a permis d’identifier un motif permettant 
à PSTVd de traverser des mésophylles palissadiques vers les mésophylles spongieux (Takeda 
et al., 2011). 
 
La migration systémique des viroïdes 
 
Pour établir une infection systémique, les viroïdes doivent migrer vers les autres organes de 
la plante. Le transport systémique des viroïdes se fait par l’entrée du viroïde dans le système 
vasculaire de la plante transportant les macromolécules nommé phloème (Palukaitis, 1987). 
Pour PSTVd, cette entrée dépend de la présence d’un appariement non canonique de type cis 
Watson-Crick/Watson-Crick entre les nucléotides U43 et C318 (Zhong et al., 2007). Les 
variants de PSTVd ayant une mutation à ces positions, permettant une paire de bases 
canoniques, peuvent être répliqués, mais ils ne peuvent pas se rendre dans le phloème. La 
modélisation 3D de ce motif a été faite par la recherche de motifs similaires dans les 
structures d’ARN ribosomaux (ARNr) et d’autres ARN obtenues par cristallographie par 
diffraction des rayons X. La modélisation 3D a permis de suggérer que ce motif permet la 
liaison de protéines puisqu’il expose le sillon mineur de l’ARN, mais aucune protéine n’a été 
trouvée à ce jour.  
 
Bien que les viroïdes semblent entrer facilement dans le phloème, les mécanismes pour en 
sortir n’ont que peu été étudiés. De plus, les viroïdes ne sont pas nécessairement retrouvés 
dans tous les organes de leur hôte. Par exemple, PSTVd n’est pas détecté dans le méristème 
apical primaire de la plante, où les cellules indifférenciées responsables de la croissance en 
longueur de la plante sont situées (Zhu et al., 2001). PLMVd et ASBVd y sont retrouvés sauf 
dans les cellules de l’extrémité du méristème apical (Rodio et al., 2007). Cette exclusion du 
méristème apical serait dépendante de l’ARN polymérase ARN dépendante 6 (RDR6) qui 
est utilisée pour la production de petits ARN interférents secondaires (voir section : le 
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mécanisme d’interférence ARN) (Di Serio et al., 2010). La technique de microgreffe du 
méristème apical exempte de viroïdes a permis de cultiver des plantes libres de certains 
Pospiviroidae (Kovalskaya et Hammond, 2014), mais elle est difficilement applicable aux 
plantes infectées par des Avsunviroidae comme PLMVd (Barba et al., 1995) et elle n’a pas 
eu de succès pour ASBVd (Suarez et al., 2005). 
 
La pathogenèse causée par le viroïde 
 
Le viroïde ne passe pas inaperçu dans la plante. En effet, il interagit avec l’hôte et souvent 
ces interactions entraînent l’apparition de symptômes. Ces symptômes sont très variés, on 
retrouve entre autres le blanchiment des feuilles, le craquement de l’écorce, la décoloration 
des fleurs et la déformation des fruits. Du point de vue cellulaire, on observe des 
modifications cytologiques. Par exemple, les chloroplastes se développent de façon anormale 
chez les plantes infectées par les viroïdes de la famille des Avsunviroidae (Rodio et al., 2007) 
et de la famille des Pospiviroidae (Hari, 1980). Plus spécifiquement, des modifications du 
métabolisme de la plante comme la diminution de la photosynthèse, l’augmentation du stress 
oxydatif (Jakob et al., 1997) et des différences dans l’expression de certains gènes (Itaya et 
al., 2002) ont été démontrées. 
 
Parfois aussi l’infection par le viroïde demeure latente durant plusieurs années comme c'est 
le cas d’infections causées par certains variants de PLMVd. De plus, ce viroïde peut aussi se 
répliquer dans un autre hôte sans jamais causer de symptômes apparents. L’apparition de 
symptômes ou la gravité de ces derniers peut être due à de petites différences dans la séquence 
des viroïdes. Par exemple, des analyses de variants de séquences et des essais d’infections 
avec PSTVd ont montré que la mutation d’un seul nucléotide le rendait non infectieux 
(Wassenegger et al., 1996). Une étude chez PLMVd a montré que l’ajout de quelques 
nucléotides causait le blanchiment des feuilles (Malfitano et al., 2003). Aussi, il est 
intéressant de noter que le niveau de réplication ne corrèle pas forcément avec la gravité des 




L’interaction du viroïde avec le mécanisme de défense de la plante 
 
Les symptômes aperçus chez les plantes tels que le rabougrissement et l’épinastie sont 
typiques de changements au niveau des hormones de la plante. Par contre, le mécanisme de 
ces changements métaboliques et leurs liens avec le phénotype ne sont pas encore bien 
connus. Lors du début de l’étude des viroïdes, les chercheurs s’intéressaient surtout aux 
changements protéiques induits par l’infection. Ils ont ainsi découvert une phosphorylation 
accrue de la protéine kinase normalement activée par la présence d’ARN double brin 
(Hiddinga et al., 1988). L’activation d’une seconde kinase, plus précisément, une sérine 
thréonine kinase, a aussi été démontrée (Hammond et Zhao, 2000). Cette kinase serait 
importante pour réguler le métabolisme et la signalisation de l’acide gibbérellique, impliquée 
dans la croissance des plantes (Sun et Gubler, 2004). L’étude des variations de métabolites 
par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse a permis 
d’identifier une panoplie de changements causés par l’infection de PSTVd chez deux 
cultivars de tomate (Bagherian et al., 2016). En observant ces changements, il est possible 
d’émettre des hypothèses quant aux voies de signalisation altérées. Par exemple, la 
diminution de succinate peut indiquer une diminution dans les voies de synthèse de la 
gibbérelline, une phytohormone importante pour la croissance. Les variations observées pour 
d’autres métabolites semblent indiquer des changements aux voies de défenses de la plante, 
des voies de synthèses des cutines et cires et des voies de dépense énergétique. Par contre, il 
n’est pas possible de déterminer si le viroïde a un effet transcriptionnel, post-transcriptionnel 
ou si cet effet est direct sur les protéines impliquées dans les voies de synthèse de ces 
métabolites. De plus, il se pourrait que les changements observés soient dus à une réaction 
normalement induite de la plante face à un agent pathogène et non propre au viroïde. Des 
études métaboliques, des variations du transcriptome et du protéome dans le temps et avec 







Le mécanisme d’interférence ARN 
 
Le mécanisme d’interférence à l’ARN assure la régulation de l’expression génique de même 
que la défense immunitaire de la plante. Ce mécanisme est activé par la reconnaissance de 
molécules d’ARN double brins ou simple brins structurées par des endonucléases à ARN 
(RNase) de classe III nommées, Dicer-like (DCL). Ces protéines coupent les duplex ARN, 
ce qui mène à la production de petits ARN, mesurant entre 21 et 24 nucléotides. Chez la 
plante, il y a quatre DCL. La DCL-1 et DCL-4 produisent des petits ARN de 21 nt, DCL-2 
produit des ARN de 22 nt et DCL3 des ARN de 24 nt. Par la suite, un brin de ces duplex 
d’ARN est choisi par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex) et se lie à la 
protéine Argonaute (AGO). Ce complexe est dirigé vers un site ARN de séquence 
complémentaire. L’appariement entre le petit ARN et la séquence complémentaire peut 
bloquer la traduction ou il peut causer le clivage du transcrit par la protéine AGO. Chez les 
plantes, on peut retrouver jusqu’à dix protéines AGO différentes qui ne sont pas toutes très 







Figure 6 Voies d’interférence post-trancriptionnelles 
Les petits ARN interférents de la plante peuvent provenir d’ARN double brin comme les 
intermédiaires de réplication viraux. Ils permettent à la plante de se défendre, mais ils peuvent 
aussi être la cause de symptômes. Le petit ARNi produit va se lier au complexe RISC et la 
protéine AGO de ce complexe induit la coupure de l’ARNm ou l’ARN viral simple brin (en 
bleu). Chez la plante, on retrouve plusieurs gènes codant pour des micro ARN (miARN) 
transcrits par l’ARN pol II. Ces miARN sont souvent impliqués dans le développement de la 
plante en induisant la répression de la traduction ou la coupure de l’ARNm. 
 
Les plantes peuvent amplifier la production d’ARN interférents ce qui est très efficace pour 
lutter contre l’infection virale. Pour ce faire, une première ronde de production de petits ARN 
a lieu. Puis lors de l’appariement à sa cible, une ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) 
est recrutée et synthétise le nouveau brin d’ARN qui sera clivé par DCL et généra ainsi la 





Figure 7 Production des petits ARN interférents secondaires 
Les petits ARN interférents peuvent se lier à un ARN simple brin comme un ARN messager 
aberrant ou un ARN viral et recruter l’ARN polymérase ARN-dépendante 6 (RDR6). Celle-
ci synthétisera le brin du duplex ARN. Puis, l’ARNase DCL4 va pouvoir couper l’ARN 
double brin en petits ARN interférents secondaires qui pourront être liés par le complexe 
RISC. 
 
Le mécanisme de l’interférence à l’ARN est très utile pour contrer l’infection virale. En effet, 
la production de petits ARN provenant du génome viral mène à la reconnaissance des copies 
du virus par le complexe RISC et à leur coupure. À l’inverse, les virus se défendent du 
mécanisme d’ARN interférence en codant pour des protéines inhibitrices de ce mécanisme. 
En conséquence, l’inhibition de l’ARN interférence explique aussi en partie les symptômes 
observés durant l’infection virale. 
 
Pour arriver à se répliquer, le viroïde, avec son génome d’ARN, doit échapper, du moins en 
partie, au mécanisme d’ARN interférence. Plusieurs études ont montré qu’il y a production 
de petits ARN dérivés du viroïde (pARNdv) (viroid derived small RNA ou vd-sRNA) lors de 
l’infection (Itaya et al., 2001; Papaefthimiou et al., 2001). Les pARNdv ont une longueur de 
21-24 nt et proviennent des deux polarités du viroïde. Par le séquençage à haut débit, il est 
possible de cartographier l’ensemble des pARNdv sur le génome du viroïde pour évaluer de 
quelles régions ils proviennent ainsi que leur quantité. Il est généralement accepté que les 
viroïdes circulaires résistent assez bien à la production d’ARN interférents primaire. Par 
exemple, il a été montré que les petits ARN provenant de PLMVd ne proviennent pas 
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nécessairement de régions doubles brins suffisamment longues pour répondre au critère de 
coupure des DCL (Bolduc et al., 2010), tout comme ceux de PSTVd (Diermann et al., 2010). 
De plus, la quantité de petits ARN provenant des deux polarités du viroïde est similaire alors 
que les brins de polarité (+) circulaire s’accumulent à un plus haut niveau (Branch et al., 
1988). Ces données expérimentales permettent de croire que les petits ARN ne proviennent 
pas directement de l’interaction entre DCL et le viroïde circulaire, mais que la coupure peut 
se produire aussi sur les intermédiaires de réplication. Certaines DCL sont retrouvées au 
noyau, donc il est probable que dans le cas des Pospiviroidae, l’intermédiaire de réplication 
double brin soit reconnu par une DCL, ce qui n’est pas le cas pour les Avsunviroidae où 
aucune DCL n’a été trouvée au chloroplaste. Un autre aspect intéressant est que les ratios de 
pARNdv provenant du brin (+) sur brin (-) ne sont pas toujours les mêmes d’un cultivar à 
l’autre (Wang et al., 2011). Par exemple, les résultats de séquençage à haut débit des petits 
ARN chez les cultivars de tomates Moneymaker et Rutgers infectés par PSTVd montraient 
que dans le premier cultivar le ratio pARNdv (+)/(-) était près de 1 alors que pour le second 
cultivar ce ratio était près de 9. Cette étude montre qu’en plus de la variabilité entre les 
différentes espèces de plantes, les subtilités entre les cultivars doivent être bien évaluées lors 
des études mécanistiques sur l’ARN interférence et les viroïdes. En bref, le viroïde semble 
être en partie résistant à l’ARN interférence, grâce à leur structure, leur interaction protéique 
et leur localisation cellulaire.  
 
Les pARNdv produits peuvent avoir un effet d’interférence post-transcriptionnelle sur 
certains transcrits. Par exemple, il a été montré que deux petits ARN de PLMVd induisaient 
la dégradation de l’ARN messager codant pour une protéine chloroplastique du choc 
thermique (cHSP90). Ces pARNvd sont retrouvés que chez le variant de PLMVd qui induit 
le symptôme de blanchiment des feuilles et proviennent d’un ajout de 12 à 14 nucléotides 
allongeant une tige boucle de ce viroïde (Navarro et al., 2012).  
 
L’infection par des viroïdes peut aussi avoir un impact sur la production des microARN 
(miARN) de la plante. En effet des changements d’expression de plusieurs miARN ont été 
observés lors de l’infection chez le houblon par CBCVd (Mishra et al., 2016). La plupart des 
miARN identifiés étaient augmentés dans les plantes infectées. L’identification de cibles 
potentielles de ces miARN et la vérification des niveaux des ARNm ciblés par ces miARN 
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ont été faites. Comme attendu, les niveaux d’ARNm ciblés étaient plus bas lorsque les 
miARN étaient augmentés dans les plantes infectées. Les ARNm affectés pourraient 
permettre d’expliquer certains symptômes observés lors de l’infection. Les mécanismes 
impliquant les viroïdes dans la production des miARN n’ont pas encore été étudiés. 
 
La méthylation de l’ADN dirigée par l’ARN 
 
L’ARN peut aussi être impliqué dans la méthylation de l’ADN (RdDM ou RNA dependant 
DNA methylation), plus particulièrement des cytosines. La méthylation de l’ADN engendre 
l’inhibition de la transcription des gènes. Ce sont des travaux sur les viroïdes qui ont permis 
de découvrir ce phénomène (Wassenegger et al., 1994). Pour ce faire, les chercheurs ont 
introduit l’ADNc de PSTVd réplicatif ou non réplicatif (c’est-à-dire exprimant soit la forme 
complète de PSTVd ou une version légèrement plus courte) dans le génome de la plante de 
tabac et ont remarqué qu’il y avait méthylation de l’ADN du transgène seulement lorsque 
PSTVd pouvait se répliquer. De plus, en infectant la plante contenant le transgène de PSTVd 
non réplicatif avec PSTVd la méthylation du transgène était induite. Une seconde étude a 
utilisé des transgènes de PSTVd de plus en plus petits pour étudier la taille minimale du site 
où la méthylation pouvait se produire par le viroïde. Le résultat était que seulement 30 
nucléotides sont nécessaires pour que le viroïde induise la méthylation initiale de l’ADN 
(Pélissier et Wassenegger, 2000). Avec la découverte des petits ARN interférents chez les 
plantes, la RdDM a rapidement été associée aux petits ARN de 24 nt (Hamilton et al., 2002) 
qui semblent en effet importants pour le maintien de la méthylation. Par contre, la 
méthylation de novo de gènes par l’ARN ne semble pas être induite par des petits ARN de 
24 nt comme le montre certaines études récentes telles que la conservation de la méthylation 
de novo chez Arabidopsis thaliana lorsque l’enzyme DCL3 est inhibée (Yang et al., 2016). 
D’autres indices sur l’initiation de la méthylation de l’ADN proviennent de l’étude des 
viroïdes. Premièrement, l’étude de la méthylation sur les transgènes de PSTVd montrait que 
celle-ci avait lieu sur les deux brins de l’ADN et qu’elle est plus forte chez un transgène de 
60 nt que pour un de 30 nt (Pélissier et Wassenegger, 2000). Deuxièmement, la méthylation 
a été étudiée en utilisant des plantes transgéniques exprimant le Tomato apical stunt viroid 
(TASVd) et un transgène non réplicatif de PSTVd (Dalakouras et al., 2016). Ces deux 
  
30 
viroïdes ont une identité de séquence élevée incluant deux régions de 24 nt et 29 nt identiques. 
L’analyse des petits ARN produits et des nucléotides méthylés des transgènes ont montré que 
la méthylation avait lieu chez les deux transgènes, donc en cis et en trans. Plus précisément, 
la méthylation était présente uniformément tout au long du transgène de TASVd, mais de 
façon plus hétérogène pour PSTVd. Chez PSTVd, elle était retrouvée dans des sites où il n’y 
avait pas de petits ARN de TASVd homologue à PSTVd. Ceci permet de croire que la 
méthylation de novo se fait à partir d’ARN plus grand que 24 nucléotides et que l’efficacité 
dépend de l’identité de séquence entre l’ARN et l’ADN. 
 
L’implication possible du viroïde durant la régulation transcriptionnelle des gènes commence 
seulement à être étudiée. Récemment, il a été montré, qu’il y avait une méthylation accrue 
du promoteur de plusieurs gènes riches en cytosine chez la pomme de terre lorsqu’elle était 
infectée par PSTVd ce qui corrélait avec une diminution des ARN messagers (Lv et al., 
2016). Dans cette même étude, les chercheurs ont montré que PSTVd accélérait la 
méthylation du transgène de la GFP. Cette méthylation était encore plus grande lorsque la 
protéine Virp1 (viroid associated protein 1) était présente. Cette protéine s’associe à PSTVd 
et elle est nécessaire pour l’infection par ce viroïde (Kalantidis et al., 2007). Virp1 contient 
un bromodomaine qui lui permet de se rendre au noyau et de transporter PSTVd. Par ailleurs, 
cette protéine fait partie de la sous-famille des SNF2-like, un groupe de protéines impliquées 
dans la méthylation de l’ADN. De plus, PSTVd semble augmenter la production de la 
protéine Virp1 par un mécanisme inconnu. Dans une autre étude, l’infection par PSTVd 
augmente l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la méthylation de l’ADN. Cette 
augmentation de la méthylation de l’ADN engendre l’hyperméthylation d’un virus à ADN, 
inhibant ainsi son accumulation, le tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), 
lorsqu’il est co-infecté avec PSTVd (Torchetti et al., 2016). 
 
En 2014, une étude, portant sur les petits ARN exprimés lors de l’infection par le Hop stunt 
viroid (HSVd) a montré une accumulation de petits ARN ribosomaux provenant de 
l’augmentation de la transcription de gènes ribosomaux (Martinez et al., 2014). Cette 
étonnante augmentation de transcription était due à une hypométhylation des promoteurs de 
ces gènes. Plus tard, l’interaction entre HSVd et l’histone désacétylase 6 (HDA6), une 
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protéine nécessaire à la répression des gènes ribosomaux et des transposons, a été associée à 
cette perte de régularisation de la maintenance de la méthylation (Castellano et al., 2016b). 
De plus, cette hypométylation a été observée dans le pollen de la plante (Castellano et al., 
2016a). C’est la première fois que des changements épigénétiques, pouvant potentiellement 
être transmis à la prochaine génération, ont été montrés dans les cellules reproductrices des 
plantes suivant l’infection par un agent pathogène. 
 
En résumé, l’implication des viroïdes de la famille des Pospiviroidae dans la régulation 
transcriptionnelle, soit par la méthylation de novo de gènes, par les changements dans 
l’expression des protéines impliquées dans les modifications épigénétiques ou l’interaction 
du viroïde avec des protéines impliquées dans les modifications épigéniques de la plante est 
très intéressante pour la compréhension de l’interaction du viroïde avec son hôte. Les 
mécanismes sous-jacents doivent être étudiés en profondeur, d'autant plus que certaines 
modifications épigéniques peuvent être transmises dans les cellules germinales, donc 
probablement avoir un impact sur les générations futures. 
 
La dégradation des viroïdes 
 
Les voies de dégradation des viroïdes ont été peu étudiées, principalement parce que les ARN 
subgénomiques sont difficiles à détecter chez la plupart des plantes. En observant par 
hybridation northern les ARN subgénomiques de PSTVd retrouvés chez les plants 
d’aubergines, le même motif de bandes que chez la tomate était constamment retrouvé, et ce 
en plus grande quantité, ceci a enfin permis l’étude des ARN subgénomiques (Minoia et al., 
2015). Les ARN analysés possèdent une extrémité 5’-hydroxyle et une extrémité 3’-
phosphate. Les ARN subgénomiques commencent à des sites différents du génome de 
PSTVd ce qui permet de penser que ce ne sont pas des produits de transcription aberrants, 
mais qu’une ou plusieurs endonucléases dégraderaient les viroïdes. 
 
Chez les Avsunviroidae, des ARN subgénomiques ont aussi été trouvés pour ASBVd (Daròs 
et al., 1994) et PLMVd (Pelchat et al., 2001). Pour ASBVd, ces ARN ont tout le même site 
5’ qui correspond au site de coupure du motif autocatalytique et une extrémité 3’ différentes 
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pouvant correspondre à un site de terminaison précoce de réplication. Alors que pour 
PLMVd, l’extrémité 3’ de l’ARN subgénomique était triphosphorylé et correspondait au site 
de coupure du motif autocatalytique suggérant que la coupure pouvait avoir lieu avant la fin 
du premier cycle de réplication. En résumé, l’extrémité 5’ des ARN subgénomiques 
d’ASBVd correspondent au site de coupure alors que pour PLMVd, ils correspondent au site 
d’initiation de la réplication. 
 
Limiter la transmission et prévenir l’infection 
 
La meilleure façon d’empêcher la transmission du viroïde d’une plante à l’autre demeure 
l’élimination des plantes infectées et la désinfection des outils agricoles par des solutions 
chimiques contenant du peroxyde d’hydrogène, de l’hypochlorite de sodium ou de 
l’hydroxyde de sodium avec du formaldéhyde (Garnsey et Whidden, 1971; Li et al., 2015). 
Il semble aussi que l’application d’insecticide, comme le butoxyde de pipéronyle (Singh, 
1977), ou d’antiviraux, comme le ribavirin (Bellés et al., 1986), peuvent prévenir l’infection, 
mais plus de recherches sont nécessaires pour déterminer l’efficacité sur plusieurs hôtes et 
espèces.  
 
Il a aussi été montré que les cellules souches de la plante, présentes à l’extrémité de la tige 
primaire, ne contiennent pas de viroïdes et peuvent être greffées sur des racines de plantes 
saines et ainsi produire une plante libre de viroïdes (Adams et al., 1996; Hosokawa et al., 
2004). D’autres techniques ont aussi été utilisées avec plus ou moins de succès comme la 
thermothérapie et l’électrothérapie. 
 
La production de plantes transgéniques est aussi envisageable pour protéger les plantes contre 
les viroïdes. Il est possible d’exprimer de façon stable le viroïde dans sa totalité ou en partie. 
L’expression d’une tige-boucle de PSTVd composée de son génome quasi complet prévient 
l’infection subséquente, cependant ces plantes transgéniques ont des phénotypes similaires à 
ceux d’une infection normale (Wang et al., 2004). Pour tenter de prévenir une infection par 
le viroïde sans induire de phénotypes inintéressants, des chercheurs ont produit plusieurs 
plantes transgéniques. Chaque plante exprimait une construction en tige boucle provenant de 
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différentes portions du génome de PSTVd. Ces tiges-boucles provenaient de régions du 
génome PSTVd (+) ou (-) connues pour produire beaucoup de pARNdv, donc perçue comme 
sensible à l’interférence ARN (Adkar-Purushothama et al., 2015b). Ils ont produit sept 
lignées différentes et aucune n’avait de phénotype anormal. Cinq de ces lignées possédaient 
une résistance accrue à PSTVd et exprimaient des niveaux élevés de pARNdv de 21 et 24 
nucléotides. Par contre, pour chacune de ces plantes le niveau d’accumulation de PSTVd 
finissait toujours par rattraper celui des plantes témoins. En conclusion, les plantes 
transgéniques semblent pouvoir améliorer la résistance contre les viroïdes, mais une plus 
grande analyse est nécessaire afin de sélectionner les séquences pouvant générer une 
résistance à long terme. 
 
Les ARN satellites circulaires : des agents subviraux ressemblant aux viroïdes 
 
Il existe plusieurs agents subviraux de type satellite. Ils ont tous besoin de l’aide d’un virus 
qui fournit les protéines nécessaires pour leur réplication et leur propagation. Ces particules 
subvirales sont classées en deux grandes catégories nommées, virus satellites et satellites 
d’acides nucléiques. Les virus satellites ont un génome qui code pour les protéines de leur 
propre capside, mais qui ne code généralement pas pour des protéines de la machinerie 
réplicative. Pour ce qui est des satellites d’acides nucléiques, ils sont composés d’ADN ou 
d’ARN. Les ARN satellites, sont divisés en 3 catégories selon leurs types de génomes soient: 
les longs ARN linéaires, les petits ARN linéaires et les petits ARN circulaires. 
 
Les ARN satellites circulaires sont aussi nommés virusoïdes dû à leur grande ressemblance 
avec les viroïdes. En effet, ils sont d’une longueur entre 220 et 338 nt, simple brin et non-
codants. Ils se répliquent à l’aide d’un virus associé et sont empaquetés dans la capside de ce 
virus. Les ARN satellites circulaires associés aux virus du genre Sobemovirus sont 
empaquetés sous la forme circulaire alors que ceux associés au virus des genres Nepovirus 
ou Polerovirus le sont sous la forme linéaire, mais ils adoptent tout de même la forme 
circulaire lors de la réplication. Les ARN satellites circulaires peuvent avoir des effets 
néfastes pour l’accumulation du virus associé ou aucun effet. Lorsqu’ils nuisent à 
l’accumulation du virus, des symptômes moins graves sont souvent observés. Les ARN 
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satellites ne sont pas évolutivement apparentés au virus associé. Certains de ces ARN 
satellites possèdent un motif autocatalytique en tête-de-marteau et sont retrouvés en deux 
polarités. En général, les virusoïdes servent de groupe externe pour les analyses 
phylogénétiques des viroïdes puisque leurs séquences ne sont pas apparentées aux viroïdes. 
De plus, les virusoïdes ne partagent que très peu de similarité de séquences entre eux et ils 
sont prédits pour adopter une structure contenant beaucoup de paires de bases. Au même titre 
que les viroïdes, il a été démontré que les virusoïdes sont assez résistants à l’interférence 
ARN et peuvent aussi utiliser ce mécanisme pour influencer l’expression post-
transcriptionnelle. Par exemple, l’ARN satellite du cucumber mosaic virus (CMV) produit 
un ARN interférent qui se lie à l’ARN messager CHL1, réduisant son expression. Cet ARN 
messager est responsable du symptôme de jaunissement des feuilles, donc lorsque l’ARN 
satellite est présent lors de l’infection, il y a réduction de ce symptôme (Shimura et al., 2011).  
 
La structure des viroïdes 
 
Le viroïde, en étant non-codant, doit interagir avec son hôte de façon à pouvoir réaliser son 
cycle biologique tout en résistant et en utilisant à son avantage les mécanismes de défense de 
la plante. Pour ce faire le viroïde utilise sa structure et probablement les différentes 
conformations que celle-ci peut adopter. Malgré l’importance de la structure du viroïde, ce 
n’est pas un aspect facile à étudier et il n’y a que très peu d’exemples où la structure du 
viroïde a été étudiée en profondeur. 
 
Le premier modèle structural de PSTVd a émergé suite à la détermination de la séquence 
(Gross et al., 1978). Ce modèle structural était basé sur la détermination de la conformation 
la plus stable, donc avec le plus haut taux de paires de bases possible. Ce modèle prenait 
aussi en compte la susceptibilité au clivage par les RNase qui avait été observée lors de la 
détermination de la séquence du viroïde et il avait été établi de façon manuelle. Une autre 
caractéristique structurale observée chez plusieurs viroïdes de la famille des Pospiviroidae 
est une interaction tertiaire sensible aux rayons UV retrouvée dans une boucle du CCR 




Par la suite, les algorithmes de prédiction de structures secondaires d’ARN basés sur la 
thermodynamique ont été utilisés pour déterminer la structure des viroïdes. Dans le but de 
confirmer la prédiction, les chercheurs ont étudié la structure de PSTVd en solution (Gast et 
al., 1996). Celle-ci a été cartographiée de façon enzymatique, par des nucléases, et chimiques, 
par diméthyle sulfate (DMS) et par coupure par ion métallique. Plus tard, la structure de 
PLMVd a été caractérisée en solution (Bussière et al., 2000), confirmant ainsi la structure 
branchée adoptée par ce viroïde. En résumé, il n’y a que PSTVd et PLMVd qui ont des 








Les viroïdes ont un génome minimal et il est bien connu que des variations de seulement 
quelques nucléotides peuvent avoir de grands impacts sur la pathogenèse. En considérant ces 
aspects, il devient évident que l’obtention d’informations précises sur leur structure permettra 
de poser des hypothèses justes sur les différents aspects de leur biologie. 
 
Un bon exemple étudié dans plusieurs laboratoires, incluant celui du Pr Perreault, est celui 
des variants de PSTVd-mild (PSTVd-M) et PSTVd-intermediate (PSTVd-I) induisant 
respectivement des symptômes légers et sévères chez les plants de tomate. Ces deux viroïdes 
ont seulement huit mutations, l’un par rapport à l’autre, retrouvées tout au long de leurs 
génomes. Au laboratoire, l’étude des structures de PSTVd-I et PSTVd-M en solution a révélé 
que ces quelques mutations affectent leurs structures (Adkar-Purushothama et al., 2015a). 
Plus important encore, les différences perçues ne concordaient pas avec la structure 




Figure 8 Comparaison entre les structures prédites par bioinformatique et 
expérimentalement de la région modulant la virulence de PSTVd-I et PSTVd-M 
Les structures prédites par bio-informatique ont été obtenues par le logiciel de prédiction 
mFold (Zuker, 2003). Les structures prédites expérimentalement ont été obtenues sur des 
viroïdes en solution (Adkar-Purushothama et al., 2015a; Giguère et al., 2014b). La structure 
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déterminée expérimentalement de PSTVd-M montre que les boucles 1 et 2 sont plus grandes 
que celles de la prédiction informatique. Pour la structure de PSTVd-I en solution la boucle 2 
est plus grande alors que la boucle 3 est plus petite et elle est identique à celle de la boucle 3 
de PSTVd-M. Les structures sont numérotées selon les séquences complètes. 
 
Objectifs 
Objectif Principal. Élaborer un compendium de la structure des viroïdes 
 
Malgré l’importance de la structure, les scientifiques travaillant sur les viroïdes présentent 
généralement la structure des viroïdes qu’ils étudient comme étant la forme de la prédiction 
de structure la plus stable. Brièvement, la structure la plus stable aussi nommée structure 
d’énergie libre minimale (MFE, minimum free energy) est obtenue en utilisant un algorithme 
de programmation dynamique et le modèle énergétique du plus proche voisin. Le programme 
le plus utilisé pour replier les viroïdes est mFold (Zuker, 2003). Ce dernier fonctionne en 
considérant des valeurs d’énergie obtenues expérimentalement pour une banque de motifs 
d’ARN lors du calcul de la configuration d’appariement de l’ARN résultant en la structure 
ayant la variation la plus négative de l’énergie libre de Gibbs (ΔG). Cependant, il est bien 
connu que la prédiction de la structure la plus stable pour une séquence donnée ne sera pas 
nécessairement en accord avec le modèle structural obtenu par les méthodes d'analyse 
comparative de séquences ou par cristallographie par diffraction des rayons X reconnues 
comme les méthodes de référence. La qualité de la prédiction de structures varie beaucoup 
selon le type d’ARN, la présence de motif tertiaire comme les pseudonœuds et aussi la 
longueur de l’ARN. Par exemple, la comparaison entre le modèle structural accepté et la 
prédiction de la structure la plus stable pour le domaine l’ARN 5S d’E. coli (120 nt) montre 
que seulement 26,3% des appariements sont prédits correctement (Mathews et al., 2004). 
 
Pour améliorer la prédiction de structure seule, il est conseillé de cartographier l’ARN étudié 
en solution afin d’ajouter de l’information sur la conformation des nucléotides pour préciser 
le modèle structural. Plusieurs exemples ont déjà démontré que la cartographie enzymatique 
et chimique de l’ARN en solution améliorait la modélisation des structures. Dans le cas de 
l’ARN 5S d’E. coli, la prédiction de structure effectuée en tenant compte des données de 
cartographie chimique obtenues avec trois réactifs permet d’obtenir une prédiction valide à 
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87% avec le modèle de référence (Mathews et al., 2004). Par contre, les techniques 
conventionnelles comme la cartographie chimique ou enzymatique, la cristallographie par 
diffraction des rayons X et la RMN pour déterminer la structure d’ARN de la taille des 
viroïdes sont fastidieuses et il faut beaucoup de temps et de ressources pour y parvenir. 
L’objectif général de cette thèse était donc d’établir un protocole facile d’utilisation et précis 
qui pourra servir à la communauté scientifique pour étudier la structure des viroïdes en 
solution. 
 
Objectif 1. Élaborer une méthodologie reproductible, rapide et précise pour étudier la 
structure des viroïdes. 
 
Au laboratoire, nous nous intéressons depuis plusieurs années à la structure des viroïdes et 
deux articles publiés peu avant le début de mes études ont servi d’assises à cette thèse. 
Premièrement, Audrey Dubé et al. (2011) ont étudié la structure des deux polarités de 
PLMVd. Pour ce faire, elle a utilisé la technique d’acylation sélective de l’hydroxyle de 
l’ARN analysé par transcription inverse (SHAPE, selective 2’-hydroxyl acylation analyzed 
by primer extension) (Merino et al., 2005). Cette technique implique la modification 
covalente de l’ARN de façon dépendante de la structure. Elle consiste en une réaction 
nucléophile du 2’-hydroxyle du ribose d’un nucléotide lorsque celui-ci est dans une 
conformation flexible avec un réactif électrophile nommé réactif de SHAPE. Le nucléotide 
ayant réagi se retrouve modifié par l’ajout d’un groupement covalent ester. La réaction de 
SHAPE se produit plus facilement lorsque le nucléotide est dans une conformation flexible, 







Figure 9 Réaction de SHAPE 
En A, la réaction de SHAPE. Les nucléotides ayant une conformation flexible rendant le 
groupement 2’-hydroxyle du ribose (en rouge) réactif peuvent réagir avec le réactif de 
SHAPE et subir une modification covalente (en bleu). En B, les deux étapes de la technique 
de SHAPE. La première étape consiste en l’acylation du 2’-hydroxyle de l’ARN en solution 
par le réactif de SHAPE. La seconde étape est la transcription inverse par élongation d’une 
amorce marquée en 5’ et s’hybridant à l’extrémité 3’ de l’ARN. La transcriptase inverse sera 





Par la suite, les positions modifiées de l’ARN sont détectées par la production de l’ADNc 
par transcription inverse à l’aide d’un oligonucléotide radiomarqué à l’extrémité 5’ et 
complémentaire à l’extrémité 3’ de l’ARN étudié. La polymérase responsable de cette 
réaction est arrêtée lorsqu’elle rencontre un nucléotide modifié par le réactif de SHAPE. Des 
ADNc de différentes longueurs sont alors produits dont la longueur correspond à la distance 
entre le début de l’oligonucléotide et le nucléotide flexible. Ces fragments d’ADNc peuvent 
être séparés par électrophorèse sur gel d’acrylamide dénaturant pour déterminer quels 
nucléotides sont flexibles puisque la fréquence de ces modifications donne des indications 
sur les régions structurées ou non structurées de l’ARN. 
 
Le travail effectué pour étudier la structure de PLMVd avec la technique de SHAPE a montré 
que cette technique concordait bien avec les résultats obtenus précédemment par cartographie 
enzymatique et chimique (Bussière et al., 2000; Dubé et al., 2011). De plus, des motifs non 
prédits de PLMVd tel qu’un motif cruciforme et un pseudonœud, ont été découverts, réitérant 
ainsi l’importance d’étudier la structure des viroïdes en solution. 
 
Deuxièmement, Xu et al. (2012) ont utilisé la technique de SHAPE pour étudier cinq viroïdes 
qui infectent les citronniers. Dans cette étude, des algorithmes de prédiction de structure 
couplés aux données obtenues par SHAPE ont été utilisés pour élaborer les différents 
modèles structuraux. Malgré le bon nombre de structures élucidées dans cette étude, la 
technique se devait d’être perfectionnée pour être plus facile d’utilisation et plus précise. En 
effet, l’utilisation d’oligonucléotides radiomarqués n’est pas possible pour tous les 
laboratoires et l’électrophorèse sur gel dénaturant de polyacrylamide permettent la 
détermination que d’environ 90 nt par réaction d’élongation. Ceci a pour conséquence que 
l’expérience doit être répétée plusieurs fois pour avoir des données sur tout le génome du 
viroïde. De plus, une normalisation doit être faite entre chaque gel ce qui engendre une perte 
de précision sur la réactivité des nucléotides. La technique de SHAPE a été adaptée pour 




Objectif 2. Déterminer la structure des viroïdes de la famille des Avsunviroidae 
 
Les Avsunviroidae sont la plus petite famille de viroïdes avec quatre membres retrouvés sous 
la forme de deux polarités monomériques circulaires provenant de leur réplication en cercle 
roulant symétrique. Ces viroïdes ont des structures secondaires prédites branchées. De plus, 
la structure d’un ARN retrouvé dans les vignes a été cartographiée. Bien que cet ARN n’a 
pas été montré comme étant infectieux, il possède des caractéristiques typiques d’un viroïde 
de la famille des Avsunviroidae, telles que son motif autocatalytique en tête-de-marteau et la 
présence de deux polarités circulaires en cellules. Les structures des deux polarités seront 
déterminées en solution avec la technique de SHAPE mise au point pour l’étude des viroïdes. 
 
Objectif 3. Déterminer la structure des viroïdes de la famille des Pospiviroidae 
 
Les viroïdes appartenant à la famille des Pospiviroidae sont nombreux. On retrouve 28 
espèces acceptées à ce jour par le comité international de taxonomie des virus (Di Serio et 
al., 2014). Les viroïdes de cette famille se répliquent au noyau par le mécanisme de 
réplication en cercle roulant asymétrique. Les prédictions de leur structure sont souvent en 
tige-boucle. Ceci ne veut pas dire que ce sont des structures plus faciles à prédire ou celles 
nécessairement retrouvées en solution. De plus, des variations de quelques nucléotides 
changent la pathologie du viroïde tel que mentionné plus haut, il devient nécessaire 
d’améliorer la modélisation de leur structure avec des résultats de cartographie en solution. 
Les structures de chaque membre de la famille des Pospiviroidae seront présentées dans les 
chapitres 2 et 3. 
 
Objectif 4. Déterminer la structure d’ARN satellites circulaires 
 
Les ARN satellites circulaires ressemblent beaucoup aux viroïdes membres des 
Avsunviroidae puisqu’ils se répliquent en cercle roulant symétrique et possèdent aussi un 
motif autocatalytique. Malgré leurs caractéristiques similaires, ils ne partagent pas d’identité 
de séquence avec les viroïdes, c’est pourquoi il est intéressant d’élucider leur structure 
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secondaire afin de déterminer si une conservation de motifs structuraux pourrait exister avec 
certains viroïdes. Les structures des deux polarités de deux ARN satellites circulaires seront 
cartographiées en solutions puis modélisées en suivant le même protocole que pour l’étude 
de la structure des viroïdes. 
 
RÉSULTATS 
Chapitre 1 Elucidation of the structures of all members of the Avsunviroidae family 
 
Auteurs de l’article: Tamara Giguère, Charith Raj Adkar Purushothama, François Bolduc 
et Jean-Pierre Perreault 
 
Statut de l’article: Publié dans : Molecular Plant Pathology, vol. 15, n°8, p. 767‑779, 2014  
 
Avant-propos: J’ai réalisé 90% des expériences, 100% de l’analyse des résultats. J’ai 
effectué en grande partie l’écriture du manuscrit et j’ai généré toutes les figures. 
 
Résumé : Les viroïdes sont de petits agents pathogènes d’ARN simple brin qui causent des 
dommages significatifs aux plantes. Puisque leur génome ne code pour aucune protéine, ils 
dépendent uniquement de leur structure pour leur propagation. L’élucidation de la structure 
secondaire des viroïdes a toujours été limitée par la nature ardue et longue des techniques 
conventionnelles. Ici, la technique de SHAPE à haut débit a été adaptée pour la cartographie 
de la structure des viroïdes. Les données obtenues par cette méthode ont été utilisées pour 
guider la prédiction de structure par le logiciel RNAstructure, afin de déterminer la structure 
de l’ARN des polarités (+) et (-) de tous les membres des Avsunviroidae, l’une des deux 
familles de viroïdes. La détermination de la structure de tous les membres de cette famille 
produit une vue d’ensemble de la complexité de ces ARN. Les différences de structures entre 
les deux polarités et les interactions tertiaires plausibles ont aussi été analysées. Les structures 
des polarités (+) et (-) sont différentes pour chaque espèce. Les structures d’un ARN isolé de 
vignes ressemblant aux viroïdes de la famille des Avsunviroidae ont aussi été résolues. Cet 
ARN nommé, grapevine hammerhead viroid-like possède toutes les caractéristiques d’un 
viroïde, mais son potentiel infectieux n’a pas été encore démontré. À notre connaissance, 








Viroids are small single-stranded RNA pathogens which cause signiﬁcant damage to plants. 
As their nucleic acids do not encode for any proteins, they are dependant solely on their 
structure for their propagation. The elucidation of the secondary structures of viroids has 
been limited because of the exhaustive and time-consuming nature of classic approaches. 
Here, the method of high-throughput selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer 
extension (hSHAPE) has been adapted to probe the viroid structure. The data obtained using 
this method were then used as input for computer-assisted structure prediction using 
RNAstructure software in order to determine the secondary structures of the RNA strands of 
both (+) and (–) polarities of all Avsunviroidae members, one of the two families of viroids. 
The resolution of the structures of all of the members of the family provides a global view of 
the complexity of these RNAs. The structural differences between the two polarities, and any 
plausible tertiary interactions, were also analysed. Interestingly, the structures of the (+) and 
(–) strands were found to be different for each viroid species. The structures of the recently 
isolated grapevine hammerhead viroid-like RNA strands were also solved. This species 
shares several structural features with the Avsunviroidae family, although its infectious 
potential remains to be determined. To our knowledge, this article represents the ﬁrst report 




Viroids are single-stranded, noncoding RNAs that infect plants. Although they are small 
(245–401 nucleotides), surprisingly, they may cause signiﬁcant damage affecting crop 
quality and causing important economic loses (Flores et al., 2005). To date, more than 30 
species of viroid have been discovered. Viroids are classiﬁed into two families: the 
Pospiviroidae and the Avsunviroidae. The Pospiviroidae family is composed of viroids that 
replicate in the nucleus through an asymmetric rolling-circle mechanism and fold into a rod-
like structure. The Potato spindle tuber viroid (PSTVd) is the type species of the 
Pospiviroidae. The Avsunviroidae family is composed of viroids that replicate in chloroplasts 
via a symmetric rolling-circle mechanism that involves a self-cleaving hammerhead motif. 
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This family includes four members, and the type species is the Avocado sunblotch viroid 
(ASBVd). That said, recently, the Peach latent mosaic viroid (PLMVd) has received more 
attention (Herranz et al., 2013; Navarro et al., 2012; Wang et al., 2013). 
 
As viroids do not code for any protein, their structures are of the utmost importance for their 
survival on infection. More precisely, their structure must be the cornerstone of their life 
cycle, and must dictate all interactions with the host in order to ensure the transportation, 
replication, accumulation and pathogenesis of the viroid. Unfortunately, the structures of 
most viroid species remain unknown. The only structural information available includes 
proposed secondary structures obtained by computer-assisted predictions (Bussière et al., 
1996; Fadda et al., 2003; Navarro et Flores, 1997; Symons, 1981). 
 
Most of the software used for the prediction of the secondary structures of viroids is based 
on thermodynamic approaches that employ dynamic programming algorithms, examples 
being RNAstructure (Reuter et Mathews, 2010) and mfold (Zuker, 2003). Such programs 
have been highly used in recent years, and have had interesting success for RNAs shorter 
than 200 nucleotides (Masquida et al., 2010). Unfortunately, the prediction of the folding of 
longer RNA species remains restricted, as more information is required to produce an 
accurate structural model. Comparative approaches exploiting both sequence and structure 
conservation information provide more reliable results, as does the integration of structural 
probing information into the folding of the RNA. Regardless, the structural models of viroids 
would beneﬁt signiﬁcantly from receiving physical support before the initiation of any 
biological study. 
 
Prior to 2010, the secondary structures of only three viroid species had been solved in 
solution: PSTVd (Domdey et al., 1978; Gast et al., 1996; Gross et al., 1978) and the Citrus 
exocortis viroid (CEVd) (Gross et al., 1982) of the Pospiviroidae, and PLMVd (Bussière et 
al., 2000; Dubé et al., 2010) of the Avsunviroidae. Classic RNA probing approaches, such as 
RNAse treatment, are simply too laborious, and have not been adapted to probe RNA species 
the size of viroids. However, the recently developed technique of selective 2'-hydroxyl 
acylation analysed by primer extension (SHAPE) (Merino et al., 2005) has been applied to 
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probe the structures of viroids. More speciﬁcally, the PLMVd secondary structures of two 
variants have been determined using this method (Dubé et al., 2011). These two structures 
were in relatively good agreement with those reported previously (Bussière et al., 2000; Dubé 
et al., 2011). Subsequently, the secondary structures of ﬁve distinct viroid species from the 
Pospiviroidae were determined using the SHAPE technique combined with computer-
assisted RNA structure prediction with RNAstructure software (Xu et al., 2012). In brief, the 
data from the probing of viroids in solution were used as input for the computer-based 
structure prediction. This process improves signiﬁcantly the reliability of the structure 
prediction, and it has been proposed that the coupling of these techniques represents the gold 
standard for the determination of the structure of viroids (Xu et al., 2012). 
 
The approach described above involves revealing the results of the probing of the RNA strand 
by performing primer extension using radiolabelled oligonucleotides, a process which 
requires authorizations and speciﬁc precautions. Consequently, it is of limited help for many 
laboratories. Moreover, the sequencing-gel electrophoresis resolution of radiolabelled cDNA 
molecules is limited to ∼100 nucleotides, which therefore requires the probing of several 
overlapping strands derived from a given viroid to obtain a complete structure. The ﬁnal step 
involves the normalization of the data, a process which is also challenging. In order to 
overcome all of these hurdles, a high-throughput SHAPE (hSHAPE) technique involving the 
use of ﬂuorescent oligonucleotides and analysis by capillary electrophoresis was adopted 
(Vasa et al., 2008). This method is signiﬁcantly faster, and can resolve fragments of up to 
500 nucleotides in a single experiment. In this study, the probing by hSHAPE, coupled with 
secondary structure prediction, was used for the elucidation of the structures of the RNA 
strands of both the (+) and (–) polarities of the four Avsunviroidae species, as well as for the 
grapevine hammerhead viroid-like RNAs. To our knowledge, this represents the only report 







Results and discussion 
 
Reprobing PLMVd strands 
 
To illustrate the accuracy of the hSHAPE technique, the RNA strand of (+) polarity of a 
PLMVd variant [sequence variant PLMVd.282 (+) according to the subviral database 
classiﬁcation (Rocheleau et Pelchat, 2006) and accession number DQ680690 according to 
the National Center for Biotechnology Information (NCBI)] was probed by SHAPE. More 
speciﬁcally, the monomeric linear conformer, the most abundant species found in 
chloroplasts (Bussière et al., 1999), was probed. This RNA strand had been probed 
previously by both conventional SHAPE, using a radiolabelled primer, and by a classic 
enzymatic approach (Bussière et al., 2000; Dubé et al., 2011). Full-length PLMVd transcripts 
(338 nucleotides) were produced by in vitro transcription from a plasmid containing a 
dimeric, head-to-tail copy of PLMVd.282. The particular clone used possessed two 
mutations, U9A and A329U, which prevented hammerhead self-cleavage. Using three 
different primer sets, it was possible, by polymerase chain reaction (PCR), to produce DNA 
templates which could then be subjected to T7 RNA polymerase run-off transcription. This 
resulted in the generation of RNA strands starting at positions 90, 156 or 255 (Figure. 1A), 
and permitted multiple probing data per nucleotide as well as ensuring the generation of data 
for all positions. Following transcription, the RNA samples were fractionated by denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), and the one-unit-length RNA strands were 
recovered. The RNA strands were then heat denatured at 95 °C for 2 min, snap-cooled on ice 
for 5 min, slowly warmed to 37 °C (in order to permit renaturation) and incubated for an 
additional 30 min at 37 °C with or without MgCl2. The presence of MgCl2 may stabilize 
some tertiary interactions, such as pseudoknots. Subsequently, SHAPE probing was 
performed using benzoyl cyanide (BzCN), a procedure which offers the advantage of a rapid 
reaction ensuring that any excess reagent is hydrolysed within a few seconds (Mortimer et 
Weeks, 2008). The resulting RNA samples were employed as templates in primer extension 
reactions using 5' ﬂuorescent-labelled oligonucleotides complementary to the 3' ends of the 
viroid strands. The reverse transcriptase stops one nucleotide prior to the modiﬁcation formed 
by the SHAPE reagent at the 2'-hydroxyl of the ribose moiety of the ﬂexible nucleotides. 
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Folded, but not SHAPE-treated, RNA strands were also reverse transcribed as negative 
controls to establish the background produced by both the imperfect processing of the 
polymerase and the intrinsic probability that the RNA was spontaneously hydrolysed. In 
addition, a sequencing reaction using dideoxynucleotides (ddNTP) and the same primers 
labelled with a different ﬂuorophore was performed to assign a reactivity to each nucleotide 
of the RNA sequence. The results of the probing data were revealed by capillary 
electrophoresis. The cDNAs from both the SHAPE and the sequencing reactions were eluted 
in the same capillary from a capillary electrophoresis instrument. Afterwards, both the 
negative control and the sequencing reactions were eluted into a second capillary. Using this 
approach, two electropherograms containing either a SHAPE (+) or SHAPE (–) reaction, as 
well as a sequencing reaction, were obtained. The use of this ‘two-capillaries’ method 
ensured that the subsequent analysis was easier than that required with other hSHAPE 
techniques. All reactions were performed at least in duplicate, starting from the production 




Figure 1 Example of a selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer extension 
(SHAPE) experiment adapted to probe the structure of Peach latent mosaic viroid 
Example of a selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer extension (SHAPE) 
experiment adapted to probe the structure of Peach latent mosaic viroid (PLMVd) (+). (A) 
Representation of the head-to-tail dimer of PLMVd and of the primers used to produce the 
monomeric RNA transcripts of PLMVd starting from different sites. Noncomplementary 
regions represent the T7 promoter used for the run-off transcription. (B) The cDNAs obtained 
from the primer extensions of the SHAPE (+) and SHAPE (–) reactions were electrophoresed 
on two different capillaries, both of which were accompanied by a sequencing reaction. Both 
the SHAPE and sequencing reactions were performed with the same primer, except that the 
ﬂuorophore bound in 5' was changed (this is represented by the blue and red traces). ddCTP, 
dideoxycytidine 5'-triphosphate. (C) The normalized SHAPE reactivities for the reactions 
performed in either the presence (black) or absence (red) of MgCl2. The results are presented 




Figure 1B illustrates both a typical SHAPE trace and the dideoxycytidine 5'-triphosphate 
(ddCTP) sequencing reaction obtained for the nucleotides located between positions 273 and 
289. The traces were then analysed using the default parameters of QuSHAPE software 
(Karabiber et al., 2013). The software permitted the integration of the peaks, subtraction of 
the background and normalization of the data so that almost all of the values fall between ‘0’ 
and ‘3’ (Figure 1C). A normalized SHAPE value lower than 0.40 indicates that the nucleotide 
is most probably constrained, whereas a value higher than 0.85 denotes a ﬂexible nucleotide 
(Karabiber et al., 2013). The averaged normalized SHAPE data were then ﬁnally added to 
the RNAstructure 5.5 nearest-neighbour parameters of the Fold tool, as a pseudo-free energy 
change, in order to predict the secondary structure of a given viroid (Bellaousov et al., 2013). 
Only the most stable structures were retained for further analysis. 
 
The strategy of using viroid RNA with various 5' extremities, or starting sites, permitted the 
generation of information for all positions. Previously, this was not possible because no 
information from the sequence complementary to the primer involved in the reverse 
transcription reaction could be obtained. That said, it is important to verify whether or not 
the location of the 5' extremity in the probed RNA may alter its structure. To address this 
question, the proportions of both ambiguous and unambiguous positions were determined. If 
the reactivity of a nucleotide transits from a highly reactive to a low reactive state depending 
on the 5' extremity present, it is deemed to be ambiguous. In this case, as well as for all 
subsequent structures, the SHAPE probing was performed at least twice for each starting site, 
and the data for each of the starting sites were averaged before determining the ambiguity of 
a given nucleotide. The percentage of the number of unambiguous nucleotides was calculated 
in order to evaluate the ﬁnal probing data. Overall, 92.9% of all the nucleotides were 
considered to be unambiguous. In other words, 314 of 338 nucleotides were identical, 
regardless of the RNA strand probed.  
 
Although the natural linear viroid starts at the cleavage/ligation site following the 
hammerhead self-cleavage, the probing could not be performed with an RNA starting at this 
site because the RNA polymerase requires the presence of at least one guanine in order to 
initiate the in vitro run-off transcription, and it was desired to avoid the introduction of any 
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new mutations. To evaluate whether or not the location of the 5' extremity had an important 
inﬂuence on the structure predicted by RNAstructure software, the averaged SHAPE data 
obtained for the probing of the three RNAs possessing different 5' extremities were loaded 
into the Fold tool of the software package. A percentage change relative to the RNA strand’s 
length was then calculated by comparing the structure of PLMVd in which the 5' extremity 
is located at the cleavage/ligation site with PLMVd RNA strands with the different 5' 
extremities. In order to do this, all of the nucleotides, varying from a paired to an unpaired 
situation and vice versa, and those in changing pairs, were added. The strand starting at 
position 91 showed no change, that starting at position 255 showed only a 0.01% change and 
that starting at position 156 showed the greatest percentage of changed positions (10%). 
However, most of these changes were located near the 5' and 3' ends of the RNA strand. This 
corresponds to a region that shows limited stability (Dubé et al., 2011), and clearly 
demonstrates the importance of selecting a 5' extremity that is located in an organized and 
stable region, so as to limit the possibility of variation in the secondary structure. Together, 
the results obtained from the three RNA strands provided physical data for all positions, 
something which had not been achieved previously (Dubé et al., 2011). 
 
The resulting structure for the PLMVd strand of (+) polarity is composed of 14 stems, 
including two pseudoknots (i.e. P8 and P14), as well as a cruciform formed with stems P12 
and P13 (Figure 2A). This proposed structure is in good agreement with that reported 
previously for the PLMVd.282 variant (Dubé et al., 2011). The only differences between the 
two structures are located between the P4 and P9 stems, which are slightly reorganized 
(compare Figure 2A and its inset). The P4 stem is somewhat longer and the L4 loop is larger 
in the revised structure. The consequence of this is that the nucleotide pairing is modiﬁed in 
the P5 to P9 stems. Even so, the P6 and P7 stems remain unchanged, as does the pseudoknot 
P8. In order to evaluate the consequences of this new folding for the region located between 
positions 131 and 261, the Gibbs free energy (ΔG) was estimated using the RNAstructure 
program’s Fold tool. The novel structure was more thermodynamically stable, possessing a 
ΔG value of −51.4 kcal/mol relative to −36.7 kcal/mol for the earlier one (depicted in the 
inset). Both of the pseudoknots (P8 and P14), and the cruciform structure involving the P12 
and P13 stems, were detected only in the presence of MgCl2 (Figure 1C). The presence of 
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magnesium did not permit the detection of any other signiﬁcant differences. In the absence 
of magnesium, the P11 stem was longer, as the nucleotides located in the loops of the 









The ﬁnal structural models of both PLMVd (+) (A) and PLMVd (–) (B) obtained by selective 
2'-hydroxyl acylation analysed by primer extension (SHAPE) and folded by RNAstructure. 
The nucleotides in black denote low SHAPE reactivities (0–0.40), those in orange 
intermediate reactivities (0.40–0.85) and those in red highly reactive nucleotides (>0.85). 
The nucleotides forming the hammerhead are underlined, the cleavage site is indicated by an 
arrow and the mutated nucleotides are identiﬁed by stars. The insets show the differences 
observed when structures are compared with previously accepted models. Only regions with 
variations are shown in the insets. The numbering of the stems is in accordance with the ﬁrst 
reported PLMVd structure (Bussiere et al., 2000). The numbering of the stems of the (–) 
polarity structure is in accordance with that used for the (+) polarity. 
 
Next, the PLMVd strand of (–) polarity was probed. The SHAPE-based method was applied 
using two distinct RNA strands starting at positions 96 and 268. In this case, 97.9% of the 
positions were found to be unambiguous (i.e. 331 of 338 positions), suggesting that the results 
from both probing experiments were in excellent agreement. The resulting structure of (–) 
polarity is clearly more linear (rod-like) than that of (+) polarity (Figure 2B). It is composed 
of only eight stems, and several of these are relatively long (i.e. P2, P6 and P8). The 
experiment was also performed both with and without MgCl2 and no pseudoknot was found 
in this structure (Figure S1, see Supporting Information). This is in good agreement with 
previous experiments showing that the (–) strand is soluble in the presence of LiCl (Dubé et 
al., 2010), a property associated with rod-like structures (Diener, 2003). The structure of the 
(–) strand variant of PLMVd.282 (NCBI accession number DQ680690) presented here 
corresponds relatively well with those reported previously for two variants (Dubé et al., 
2011). For example, the P1, P5, P7 and P8 (P8 and P9 in the inset, respectively) stems, and 
their corresponding stem-loops, are very much alike. However, the most important 
differences reside in the merging of the stems corresponding to the previous P2 and P3 stems, 
which are now shown to form a long stem. Although the nucleotides of the L3 loop are single 
stranded, they are located in an internal loop. Nucleotides 236–241, which were part of the 
P3 stem, are very reactive and are now shown to be in the end loop of this long stem. In 
addition, the former stems P7 and P9 that contained nucleotides 84–144 now form a single 
long stem. Furthermore, this long stem is part of a multi-branched structure that spans the 
nucleotides 78–184. Overall, the hSHAPE technique combined with the bioinformatics 





Structure of the Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) 
 
CChMVd is the longest known member (398–401 nucleotides) of the Avsunviroidae family. 
Some of its molecular features have been studied in detail (Gago et al., 2005). For example, 
a UUUC tetra-loop has been shown to be important for the appearance of symptoms in 
infected plants (de la Peña et al., 1999). However, to date, only a computer-assisted 
prediction of the secondary structure of the (+) polarity strand, which appears to be a 
branched structure like that of PLMVd, has been reported. Consequently, it was decided to 
probe the strands of both polarities of the CChMVd.022 variant (NCBI accession number 
AJ878085). 
 
For the probing of the (+) strand, RNA templates starting at positions 71 and 205 were 
synthesized. The resulting RNA structure, which is branched, included 99.5% unambiguous 
positions, indicating a very high level of deﬁnition. The CChMVd (+) strand structure 
obtained is composed of 11 stems, including one potential pseudoknot (P10; see below) 
(Figure 3A). It is characterized by the presence of three four-way junctions that are located 
in the left, centre and right domains of the molecule. Moreover, between stems P6 and P7 an 
internal loop that is composed of nucleotides highly reactive in SHAPE was found (i.e. 
positions 169–174 and 353–359). A pseudoknot, called P10, was found in the four-way 
junction of the right domain. This pseudoknot is most probably formed in only a fraction of 
the RNA strands. Speciﬁcally, the nucleotides located in positions 255–259 were reactive to 
the BzCN reagent in the absence of MgCl2, but not in its presence, suggesting that these ﬁve 
nucleotides form a pseudoknot. Conversely, the nucleotides located in positions 219–223 
appeared to be reactive towards BzCN, suggesting that, if the formation of the pseudoknot is 
promoted by the presence of Mg2+, only a fraction of the RNA strands will adopt this 
structural rearrangement. This hypothesis also received support from the analysis of the 
transcribed CChMVd (+) strand following separation on a native gel, as more than one band 
was detected. This is reminiscent of that observed with PLMVd (+), suggesting the presence 
of more than one structural conformation (data not shown). This was not the case for any of 
the other RNA strands probed below. Moreover, for the CChMVd strand of (+) polarity, the 
most stable predicted structure did not include the formation of the pseudoknot, but the 
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second most stable structure did (Figure S2, see Supporting Information). There was no 
signiﬁcant difference in terms of Gibbs free energy between these two predicted structures 
(ΔG = −342.6 and −340.9 kcal/mol for the ﬁrst and second most stable structures, 
respectively). Finally, the structure described here is less branched than that predicted 
previously, a structure which was not supported by any physical data. The left domains are 
identical in both structures, including the tetra-loop found at the end of the P3 stem (de la 
Peña et al., 1999; Gago et al., 2005). The most important differences occurred in the right 
domain, and primarily involved the replacement of smaller stems by longer ones. The internal 
loops located between the P6 and P7 stems, and those located between the P8 and P9 stems, 
are the main causes of the rearrangement of CChMVd, because most of these nucleotides 
were previously found to be located in stems and could not be predicted to be single stranded 
without SHAPE probing. 
 
The CChMVd strand of (–) polarity was probed using RNA species starting at either position 
78 or 347. Overall, this structure, which is supported by 97.2% of the positions being 
unambiguous, is relatively similar to that of its counterpart of (+) polarity (Figure 3). The 
two four-way junctions of the left domain, as well as the larger internal loop located between 
the P6 and P7 stems, are conserved. The right domain is also a multi-branched region; 
however, in the case of the (–) polarity molecule, this involves ﬁve stems forming the 
branches, whereas only four are involved in the case of the (+) polarity molecule. In brief, 
the CChMVd (–) strand appears to be slightly less structured than its (+) counterpart, mainly 
because of the absence of the pseudoknot (Figure S3, see Supporting Information). 
Importantly, to our knowledge, this is the ﬁrst time that probing in solution has been 






Figure 3 The most stable structures for both polarities of Chrysanthemum chlorotic 
mottle viroid (CChMVd). 
The ﬁnal structural models of both CChMVd (+) (A) and CChMVd (–) (B) obtained by 
selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer extension (SHAPE) and folded by 
RNAstructure. The nucleotides in black denote low SHAPE reactivities (0–0.40), those in 
orange intermediate reactivities (0.40–0.85) and those in red highly reactive nucleotides 
(>0.85). The nucleotides forming the hammerhead are underlined, the cleavage site is 
indicated by an arrow and the mutated nucleotides are identiﬁed by stars. The numbering of 
the stems is in accordance with the ﬁrst full stem encountered clockwise of the ﬁrst nucleotide 
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of the (+) polarity strand. The numbering of the stems of the (–) polarity structure is in 
accordance with that used for the (+) polarity structure. 
 
ASBVd folds into rod-like stems 
 
Both strands of ASBVd were probed. This species is the smallest known viroid (247 
nucleotides) and is characterized by its relatively high content of both adenosine and uridine 
residues (Hutchins et al., 1986). The variant ASBVd.084 (NCBI accession number X52041) 
was probed using RNA strands starting at positions 26 and 114. The resulting structures of 
the (+) polarity strands included 97.6% unambiguous nucleotides. This RNA strand folded 
into a rod-like structure that included a large loop located in the left domain, a central loop 
that included the conserved hammerhead nucleotides and a relatively large right terminal 
loop (Figure 4A). These loops were not present in the previously proposed bioinformatic 
predicted structure, and the analysis of the SHAPE traces strongly supported their existence 
(Figure S4, see Supporting Information). To obtain additional support, the SHAPE 
experiments were also performed at 25 °C and virtually the same structure was obtained (data 
not shown). The structure of the ASBVd strand of (–) polarity was also probed on RNAs 
starting at positions 2 and 158. The ﬁnal structure included 98.4% unambiguous positions 
and was relatively similar to that of (+) polarity, with the exception that the central domain 
appeared to be more like a double-stranded domain. The presence of MgCl2 did not permit 
the detection of any distinct structures for the strands of either (+) or (–) polarity (Figure S4). 
 
 
Figure 4 The most stable structures for both polarities of Avocado sunblotch viroid 
(ASBVd). 
The ﬁnal structural models of ASBVd (+) (A) and ASBVd (–) (B) obtained by selective 2'-
hydroxyl acylation analysed by primer extension (SHAPE) and folded by RNAstructure. The 
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nucleotides in black denote low SHAPE reactivities (0–0.40), those in orange intermediate 
reactivities (0.40–0.85) and those in red are highly reactive nucleotides (>0.85). The 
nucleotides forming the hammerhead are underlined, the cleavage site is indicated by an 
arrow and the mutated nucleotides are identiﬁed by stars. 
 
Structures of the Eggplant latent viroid (ELVd) 
 
ELVd was the last member of the Avsunviroidae to be formally characterized (ELVd.001 
and NCBI accession number NC_004728). The SHAPE probing of both the (+) (starting sites 
140 and 268) and (–) (starting sites 84 and 229) strands revealed secondary structures that 
are relatively similar and deﬁned by 98.5% and 99.4% unambiguous positions, respectively 
(Figure 5). Both are composed of a relatively long rod-like centre domain that ends with a 
three-way junction in the left domain. The RNA strand of (+) polarity also possesses a three-
way junction that forms its right domain, whereas the right domain of the (–) strand ends with 
ﬁve stems. Two of these, P5 and P8, are reminiscent of the P4 and P5 stems found in the 
structure of the (+) polarity strand. In both cases, the presence of MgCl2 did not lead to the 
detection of any signiﬁcant differences (Figure S5, see Supporting Information), suggesting 
that these structures, as for ASBVd, lack a pseudoknot. Moreover, the presence of a larger 
region rich in adenosine and uridine residues located near the left terminal loop [i.e. in the 
regions of positions 70 and 130 for the (+) and (–) polarities, respectively] is also reminiscent 





Figure 5 The most stable structures for both polarities of Eggplant latent viroid 
(ELVd). 
The ﬁnal structural models of ELVd (+) (A) and ELVd (–) (B) obtained by selective 2'-
hydroxyl acylation analysed by primer extension (SHAPE) and folded by RNAstructure. The 
nucleotides in black denote low SHAPE reactivities (0–0.40), those in orange intermediate 
reactivities (0.40–0.85) and those in red are highly reactive nucleotides (>0.85). The 
nucleotides forming the hammerhead are underlined, the cleavage site is indicated by an 
arrow and the mutated nucleotides are identiﬁed by stars. The numbering of the stems is 
according to the ﬁrst full stem encountered clockwise of the ﬁrst nucleotide of the (+) polarity 
strand. The numbering of the stems of the (–) polarity structure was performed in accordance 
with that used for the (+) polarity structure. 
 
Structure of the grapevine hammerhead viroid-like RNAs 
 
Recently, a novel viroid-like sequence was identiﬁed by the deep sequencing of a library of 
total small RNAs isolated from a grapevine (Wu et al., 2012). The circular sequence of 375 
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nucleotides possesses an active hammerhead ribozyme motif in both (+) and (–) polarities. 
However, to our knowledge, there are no reported experiments demonstrating that it is 
infectious. In other words, the Koch’s postulates have yet to be satisﬁed. Consequently, it is 
not possible to formally conclude that it is a viroid species. For now, this RNA molecule is 
tentatively named ‘grapevine hammerhead viroid-like RNA’ (GHVd) (Wu et al., 2012). 
Nevertheless, species of both polarities were probed because they are reminiscent of the 
species that belong to the Avsunviroidae. 
 
Figure 6 illustrates the structures of both the (+) and (–) polarity strands. That of (+) polarity 
includes 97.9% unambiguous positions, whereas that of (–) polarity includes 98.4% 
unambiguous positions. Both structures include virtually identical rod-like domains in the 
left region. The right domains also show some similarities, although that of (–) polarity 
appears to be more complex. No signiﬁcant differences were observed in the probing step in 
either the absence or presence of magnesium, with one exception (Figure S6, see Supporting 
Information). More speciﬁcally, a ﬁve-nucleotide (184–188) region of the (+) polarity strand 
appeared to be unreactive in the presence of magnesium (i.e. these might be double-stranded 
residues) and more reactive in its absence (Figure 6A). However, it was not possible to detect 
ﬁve complementary nucleotides that also demonstrated an identical probing difference. 
These differences may be the result of an increase in the reactivity of the nucleotides 
composing the core of the four-way junction (P4, P5, P6 and P7), which, in turn, causes a 
rearrangement of the residues of the whole right domain. The predicted structures of the RNA 
strands of both polarities appear to be similar to that of PLMVd: a long stem in the left domain 





Figure 6 The most stable structures for both polarities of grapevine hammerhead 
viroid-like RNA (GHVd). 
The ﬁnal structural models of the strands of both (+) (A) and (–) (B) polarities obtained by 
selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer extension (SHAPE) and folded by 
RNAstructure. The nucleotides in black denote low SHAPE reactivities (0–0.40), those in 
orange intermediate reactivities (0.40–0.85) and those in red are highly reactive nucleotides 
(>0.85). The nucleotides forming the hammerhead are underlined, the cleavage site is 
indicated by an arrow and the mutated nucleotides are identiﬁed by stars. The numbering of 
the stems is in accordance with the ﬁrst full stem encountered clockwise of the ﬁrst nucleotide 
of the (+) polarity strand. The numbering of the stems of the (–) polarity structure is in 
accordance with that used for the (+) polarity structure. 
 
The complexity of the Avsunviroidae viroids 
 
The different RNA species can be ordered into a schematic representation of their 
complexities (Figure 7). ASBVd appears to possess the least complex structure of the family 
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(i.e. it contains only rod-like structures). ELVd and GHVd exhibit a greater degree of 
complexity as their structures include more stem-loop domains. Finally, PLMVd and 
CChMVd possess the most complex structures because they include both multi-branched 
loops and pseudoknots. Of the two, CChMVd is the more complex because of the presence 
of three multi-branched domains located at the right, centre and left of the molecule. The 
analysis of the different structures did not permit the development of a method for 
distinguishing the structures of both polarities of a given strand. For example, the percentage 
of base pairs and the complexity of the structure of one strand are not indications of its 
polarity. More importantly, it seems possible to follow the evolution of the Avsunviroidae 




This study has elucidated the largest number of viroid secondary structures of any study to 
date. Speciﬁcally, the structures of both the (+) and (–) polarity strands of all viroids 
belonging to the Avsunviroidae family were determined. In addition, the secondary structures 
of GHVd were also determined. In this report, a ‘representative’ sequence variant previously 
studied and used by most investigators for each viroid species was probed. Because, many 
variants of viroids exist, a structural study of a population of PLMVd variants, which should 
permit us to learn from the notion of consensus structures, is already underway. Importantly, 
a knowledge of the secondary structures in solution should now be the starting point of the 
design of experiments to provide a better understanding of the life cycles of these viroid 
species.  
 
This study also describes an efﬁcient procedure for the determination of the secondary 
structures of viroids in particular, and of long RNA molecules in general. Importantly, this 
procedure does not use radioactive primer extension and, consequently, can be performed in 
almost any laboratory. This procedure should be considered as the new gold standard for the 
determination of a viroid’s structure. That said, it is important to remember that this method 
includes, at the ﬁnal stage, a prediction of the most stable secondary structure. This process 
includes the notion of RNA structural homogeneity in solution. For example, the structural 
  
64 
homogeneity can be supported by experiments such as the analysis of RNA species by native 
PAGE, which should reveal the presence of a single band. However, when this experiment 
was performed, this was not always found to be the case. For example, it has been reported 
that the PLMVd and CChMVd strands of (+) polarity yield more than one band (Dubé et al., 
2010; Gago et al., 2005). Most probably, these RNA species adopt more than one 
conformation. PLMVd possesses several suboptimal structures that were folded by the Fold 
tool of RNAstructure software. These structures differed from one another in several small 
ways, although they shared energy values that were similar. This group of structures can be 
represented by a principal component analysis, a mathematical procedure that can provide a 
general notion of the differences between two structures (Halvorsen et al., 2010). It is also 
useful to examine the regions that seem to be the most stable or that adopt different structures 
(Figure S7, see Supporting Information). Importantly, this reminds us that, even if the 
structures proposed following such a probing are unique, it remains possible that structural 
heterogeneity may occur. Indeed, in most, if not all, cases one is dealing with a population 
of structures for a unique RNA species. An additional limitation of this study is the fact that 
the secondary structure of a given viroid might also be inﬂuenced by interactions with the 
host proteins in cellulo. Nevertheless, this study is signiﬁcant in that it provides secondary 
structures for each viroid of the Avsunviroidae family that are not based solely on computer-
based predictions. Indeed, all of the secondary structures proposed in this report exhibited 
differences from those obtained by computer prediction, supporting the notion that the use 





Figure 7 Structural outline of the Avsunviroidae family. 
A schematic representation of the most stable structures for both polarities of each species of 
the Avsunviroidae family. The structures are classiﬁed in order to illustrate the progression 
in complexity from the most rod-like to the most complex structure. The numbers shown 
represent the percentage of base pairs. ASBVd, Avocado sunblotch viroid; CChMVd, 
Chrysanthemum chlorotic mottle viroid; ELVd, Eggplant latent viroid; GHVd, grapevine 








PLMVd.282a (NCBI accession number DQ680690), CChMVd.022 (NCBI accession 
number AJ878085), ASBVd.084 (NCBI accession number X52041), ELVd.001 (NCBI 
accession number NC_004728) and GHVd (Wu et al., 2012) head-to-tail dimers were 
commercially synthesized and inserted into plasmids by Life Technologies (GENEART Inc. 
gene synthesis platform, Burlington, ON, Canada). All possessed two mutations preventing 
the hammerhead ribozyme cleavage. All plasmids were transformed in Escherichia coli 





The ampliﬁcation of each DNA clone was performed with puriﬁed Pfu DNA polymerase 
using a pair of oligonucleotides (see Figure S8, Supporting Information, for the complete list 
of primers used). The forward primer contained a T7 promoter for the production of 
monomeric (+) polarity strands and a T3 promoter for the production of (–) polarity strands. 
PCR ampliﬁcation of monomeric viroids involved an initial 1 min of denaturation at 94 °C, 
followed by 35 cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 60 °C and 1 min at 72 °C in buffer 
containing 20 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)-HCl, pH 8.8, 10 mM (NH4 )2 
SO4, 10 mM KCl, 0.1% Triton X-100, 20 mM dNTPs, 200 mM MgSO4 , 200 μM of each 
primer and 2 μL of puriﬁed Pfu DNA polymerase. After the ﬁnal cycle, the samples were 
heated at 72 °C for 5 min. The ampliﬁcation products were precipitated with ethanol and 
veriﬁed by electrophoresis on a 1% agarose gel. 
 
The transcription reactions were performed as described previously using the DNA produced 
in the previous step and either T7 or T3 polymerase depending on the desired polarity of the 
viroid (Dubé et al., 2011). Brieﬂy, the transcription reactions were performed for 90 min at 
37 °C in a ﬁnal volume of 100 μL containing 80 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulphonic acid (HEPES)–KOH (pH 7.5), 24 mM MgCl2, 2 mM spermidine, 40 mM 
dithiothreitol (DTT), 5 mM of each NTP, 0.004 units/mL pyrophosphatase (Roche 
Diagnostics, Laval, QC, Canada), 40 units of RNAseOUT (Life Technologies) and 2 μL of 
puriﬁed T7 or T3 RNA polymerase (1 µg/µl). The transcription reactions were stopped by 
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the addition of 2 volumes of gel loading buffer [0.03% w/v each of bromophenol blue and 
xylene cyanol, 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), pH 7.5, and 97.5% v/v 
deionized formamide]. Transcription reactions were puriﬁed on 5% PAGE (8 M urea). The 
RNA was visualized by UV shadowing, the bands corresponding to each viroid were excised 
and the RNA was eluted overnight in elution buffer [500 mM NH 4 OAc, 10 mM EDTA and 
0.1% sodium dodecylsulphate (SDS)]. The eluted RNA was then precipitated with ethanol, 
the pellet was washed with 70% ethanol and the RNA was dissolved in 0.5 × TE buffer (1 × 
stock: 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA) prior to quantiﬁcation by spectrophotometry 




For each SHAPE reaction, 5 pmol of RNA was dissolved in 8 μL of 0.5 × TE buffer and then 
heated at 95 °C for 3 min prior to being snap-cooled for 5 min on ice. To each reaction, 1 μL 
of folding mix (500 mM Tris-HCl, pH 7.5, 500 mM NaCl) was added, followed by 5 min of 
incubation at 37 °C. Subsequently, 1 μL of either 100 mM MgCl2 or water was added to the 
mixtures, which were then incubated at 37 °C for 30 min prior to the addition of 1 μL of 
either BzCN [600 mM dissolved in dimethylsulphoxide (DMSO)] or DMSO alone. The RNA 
molecules were then precipitated with ethanol in the presence of 1 μL of glycogen. The 
resulting RNA pellets were washed with 70% ethanol, dried and dissolved in 10 μL of 0.5 × 
TE buffer. The dissolved RNA was denatured by heating at 95 °C for 2 min, followed by 
placing on ice for 5 min. Fluorescently 5'-labelled primers (6-FAM, 1 pmol) were annealed 
(65 °C for 5 min, 37 °C for 5 min and 1 min on ice), 8 μL of reverse transcriptase mix [4 μL 
of 5 × ﬁrst-strand buffer (Invitrogen), 1 μL of DTT (100 mM), 1 μL of dNTPs (10 mM) and 
2 μL of DMSO] were added and the mixtures were heated at 52 °C for 1 min. SuperScript III 
(0.7 μL, Life Technologies) was added and the mixtures were incubated at 37 °C for 30 min, 
prior to the reactions being stopped by the addition of 1 μL of 2 M NaOH and heating at 95 
°C for 5 min. The cDNAs were then precipitated with ethanol in the presence of 1 μL of 
glycogen (20 mg/mL), washed with 70% ethanol and ﬁnally dried (all of these steps in the 
dark). In parallel, 5 pmol of RNA standard was prepared for a sequencing reaction. The only 
differences between the sequencing and SHAPE reactions were that a ﬂuorescent primer of 
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identical sequence, but possessing a different ﬂuorophore (NED) at the 5' end, was annealed 
and 0.75 mM of ddCTP was added to the reverse transcriptase mix. The pellets were sent to 
a sequencing and genotyping facility (Plateforme de séquençage et de génotypage des 
genomes, Centre de Recherche du CHUL (CHUQ), QC, Canada), where they were dissolved 
in 10 μL of H2O. Then, 10 μL of formamide containing a Lyz-labelled control DNA ladder 
(Invitrogen) was added. To this mix, a diluted sample of the sequencing reaction was added 
to both the SHAPE and negative control reactions. The volumes of the samples used were 
dependent on the strength of the ﬂuorescence signal read on an ABI 3100 Genetic Analyzer 
(Life Technologies). 
 
The traces were then analysed with QuSHAPE software using the default parameters 
described previously (Karabiber et al., 2013). Brieﬂy, (+) SHAPE and (–) SHAPE traces 
obtained from the ABI 3100 Genetic Analyzer were input into the program. The peaks from 
the traces, which were determined with the help of the sequencing ladders, were aligned with 
the sequence of the viroid. At this point, the software integrates each peak and then subtracts 
the value of the (–) SHAPE trace to provide a ﬁnal reactivity value (between ‘0’ and almost 
‘2’) for each nucleotide. All of the SHAPE experiments were repeated at least twice from the 
beginning of the protocol. The normalized results were analysed using Microsoft Ofﬁce 
Excel. For each primer, the results were averaged separately, and the reactivity of each 
nucleotide was compared. Nucleotides that changed from a highly reactive to low reactive 
state, and vice versa, were noted. The reactivities of each nucleotide with the different 





The Fold tool of the RNAstructure 5.5 program was used to fold the RNA as described 
previously (Dubé et al., 2011). Brieﬂy, the SHAPE data were used as a pseudo-energy 
constraint to fold the RNA. A dot-braket (.dbn) ﬁle was prepared with the resulting structures, 
and the ﬁgures presented in this article were made using the Varna program, followed by 
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Figure S 1 The normalized selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer 
extension (SHAPE) reactivities for the nucleotides of Peach latent mosaic viroid 
(PLMVd) (–). 
The reactions were performed in either the presence (black) or absence (red) of MgCl2. The 





Figure S 2 Comparison of the two most stable structures of (+) polarity 
Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd). 
Plausible structural models of the most stable structure (A) and the second most stable 
structure (B) of CChMVd (+) obtained by selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer 
extension (SHAPE) and folded by RNAstructure. The nucleotides in black possess low 
SHAPE reactivities (0–0.40), those in orange intermediate reactivities (0.40–0.85) and those 
in red are highly reactive (>0.85). The nucleotides forming the hammerhead are underlined, 






Figure S 3 The normalized selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer 
extension (SHAPE) reactivities for the nucleotides of Chrysanthemum chlorotic mottle 
viroid 
(CChMVd) (+) (A) and CChMVd (–) (B). The reactions were performed in either the 






Figure S 4 The normalized selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer 
extension (SHAPE) reactivities for the nucleotides of Avocado sunblotch viroid 
(ASBVd) (+) (A) and ASBVd (–) (B). The reactions were performed in either the presence 






Figure S 5 The normalized selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer 
extension (SHAPE) reactivities for the nucleotides of Eggplant latent viroid (ELVd) 
(+) (A) and ELVd (–) (B). The reactions were performed in either the presence (black) or 





Figure S 6 The normalized selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer 
extension (SHAPE) reactivities for the nucleotides of grapevine hammerhead viroid-
like RNA 
(GHVd) (+) (A) and GHVd (–) (B). The reactions were performed in either the presence 






Figure S 7 Principal component analysis (PCA) of the suboptimal structures proposed 
for Peach latent mosaic viroid (PLMVd) (+) by RNAstructure. 
The graph shows the differences between the structures obtained after folding of the PLMVd 
(+) structure. Each point represents a distinct structure, and they are numbered in decreasing 
order of stability. The distance between any two points correlates with the differences 
between the two structures in question. The outline for each structure is shown, with the 





Figure S 8 Primers used for the ampliﬁcation of the monomeric DNA and subsequent 
transcript 
ion. The underlined sequences are either the T7 or T3 promoter. Unless speciﬁed, 
oligonucleotides of the same sequences as used in the ampliﬁcation, and that do not contain 
the T7 or T3 promoter, were used for the primer extension reactions performed during the 
selective 2'-hydroxyl acylation analysed by primer extension (SHAPE) experiments. 
 
Chapitre 2 Comprehensive secondary structure elucidation of four genera of the family 
Pospiviroidae 
 
Auteurs de l’article: Tamara Giguère, Charith Raj Adkar-Purushothama et Jean-Pierre 
Perreault 
 
Statut de l’article: Publié dans : PLoS One, vol. 9, n°6, p. e98655. 2014 
 
Avant-propos: La conception de l’étude est attribuable aux trois auteurs. J’ai effectué 66% 
des expériences et 85% des analyses. La rédaction du manuscrit fut un effort collaboratif 
entre les 3 auteurs, excepté pour les figures que j’ai réalisées. 
 
Résumé : Les viroïdes sont des ARN, circulaires et simple brin qui infectent les plantes. Leur 
génome non codant a pour conséquences que leur structure joue un rôle très important dans 
leur cycle de vie. À ce jour, peu d’efforts ont été consacrés à l’élucidation de leur structure 
en solution puisque les techniques utilisées demandent beaucoup de temps et sont difficiles 
à mettre au point. Récemment, la technique de cartographie par l’acylation du 2’-hydroxyle 
de l’ARN analysé par la transcription inverse (SHAPE) a été adaptée pour l’élucidation 
rapide de la structure de tous les membres des Avsunviroidae, qui se réplique au chloroplaste 
et démontrent une activité autocatalytique. Dans le présent travail, douze viroïdes 
appartenant à quatre genres différents de la famille des Pospiviroidae, dont les membres 
possèdent un domaine central conservé (CCR) et se répliquent au noyau de leur hôte, ont été 
cartographiés en solution. Ces nouvelles structures seront utilisées avec celles de cinq autres 
viroïdes étudiés précédemment pour commencer à générer un système de classification 







Viroids are small, circular, single stranded RNA molecules that infect plants. Since they are 
non-coding, their structures play a critical role in their life cycles. To date, little effort has 
been spent on elucidating viroid structures in solution due to both the experimental 
difficulties and the time-consuming nature of the methodologies implicated. Recently, the 
technique of high-throughput selective 2’-hydroxyl acylation analyzed by primer extension 
(SHAPE) was adapted for the probing of the members of family Avsunviroidae, all of whom 
replicate in the chloroplast and demonstrate ribozyme activity. In the present work, twelve 
viroid species belonging to four different genera of the family Pospiviroidae, whose 
members are characterized by the presence of a central conserved region (CCR) and who 
replicate in nucleus of the host, were probed. Given that the structures of five distinct viroid 
species from the family Pospiviroidae have been previously reported, an overview of the 
different structural characteristics for all genera and the beginning of a manual classification 




In the diverse field of plant pathogens, viroids are extremely interesting because of both their 
small size (246-401 nucleotides; nt) and their single-stranded, non-coding RNA genome. 
Using only these characteristics, they are able to replicate autonomously and to move 
systemically in their host plants in which they induce visible symptoms of the viroid infection 
(Ding, 2010). Since their discovery in 1971 (Diener, 2003), more than 30 species have been 
described and classified into two families: the Avsunviroidae and the Pospiviroidae. The 
members of the family Avsunviroidae replicate in the chloroplast through a symmetric 
rolling-circle mechanism that involves a self-cleaving hammerhead motif. In contrast, the 
members of the family Pospiviroidae replicate and accumulate in the nucleus via an 
asymmetric rolling-circle mechanism. Structurally, the members of the family Pospiviroidae 
are divided into five regions: the terminal left (TL), the pathogenic (P), the central conserved 
region (CCR), the variable (V) and the terminal right (TR). The Pospiviroidae are divided 
into three subfamilies, namely, Pospiviroinae, Apscaviroinae, and Coleviroinae. Further, the 
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subfamilies are divided into genera based on sequence homologies in the CCR, the terminal 
conserved hairpin and the terminal conserved region (Flores et al., 2005). Hence, the 
subfamily Pospiviroinae includes three genera, the Pospiviroid, the Hostuviroid and the 
Cocadviroid, whereas the subfamilies Apscaviroinae and Coleviroinae consists of one genus 
each, specifically the Apscaviroid and the Coleviroid, respectively. 
 
All of the available data supports the notion that viroids do not code for any proteins. Hence, 
they are solely dependent on their structure for their replication, movement, pathogenesis and 
escaping from RNA interference (RNAi) mediated host defense (Ding, 2010). Consequently, 
it is pivotal to elucidate viroids’ secondary structures in solution in order to be able to 
understand their biological cycle. To date, the majority of the viroid structure representations 
present in the literature are based solely on computer-assisted predictions (Bussière et al., 
1996; Haseloff et al., 1982; Haseloff et Symons, 1981; Hashimoto et Koganezawa, 1987; 
Hernández et al., 1992; Ito et al., 2001; Kiefer et al., 1983; Singh et al., 1999; Spieker et al., 
1990; Spieker, 1996a; Tsushima et al., 2011; Verhoeven et al., 2004). 
 
The modelling of the secondary structures of RNAs of the length of viroids has not always 
been a precise science. That said, new methods allowing for the incorporation of probing 
information obtained in solution into the structure predicting algorithm have yielded 
significantly more precise results. For example, the technique of selective 2’-hydroxyl 
acylation analyzed by primer extension (SHAPE) (Merino et al., 2005) coupled with 
computer based structure prediction using the RNAstructure software (Reuter et Mathews, 
2010) has yielded good predictions for the structure of many RNAs (Hajdin et al., 2013; 
Leonard et al., 2013). The SHAPE technique provides key information on the degree to 
which a nucleotide is paired. Nucleotides that are believed to be single-stranded react with a 
reagent creating a covalent adduct. When the primer extension reaction is performed, the 
reverse transcriptase stops one nucleotide prior to the adduct, thus creating a pattern of 
cDNAs of various lengths and quantities which is dependent upon the structure in question. 
 
Previously, Dubé et al., 2011 predicted the structures of two variants of the Peach latent 
mosaic viroid (PLMVd) and compared them with those reported by Bussière et al.,2000. In 
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both cases the two structures were in good agreement, underscoring the efficacy of the 
SHAPE technique. The high-throughput SHAPE method, which requires the use of 
fluorescent-labelled probes and capillary electrophoresis to resolve the cDNA fragments 
produced after the primer extension step, can be use to assess the accessibility of each 
nucleotide. This simple, rapid, reproducible and non-radioactive approach can be performed 
in almost all laboratories without the need for any prior expertise (Vasa et al., 2008). 
Recently, it has been used to elucidate the structures of the RNA stands of both the (+) and 
the (-) polarities of all members of the family Avsunviroidae, as well as those of the grapevine 
hammerhead viroid-like, a circular RNA molecule that posseses a working hammerhead 
ribozyme in both polarities but has yet to be proven infectious (Giguère et al., 2014a). In the 
present study, this redesigned SHAPE procedure was used to resolve the secondary structures 
of twelve viroid species from four genera of the family Pospiviroidae. 
 
Results and Discussion 
 
Probing viroids of the family Pospiviroidae 
 
The goal of this study is to provide an overview of the secondary structures, in solution, of 
the viroids from the family Pospiviroidae by elucidating, at a one nucleotide resolution, the 
structures of many representative species by SHAPE. A previous study using traditional 
SHAPE coupled with computer assisted secondary structure prediction permitted the 
resolution of the structures of five distinct viroid species from three different genera of the 
family Pospiviroidae. More specifically, the structures of the Citrus exocortis viroid (CEVd), 
the Citrus bent leaf viroid (CBLVd), the Hop stunt viroid (HSVd), the Citrus viroid-III (CVd-
III) and the Citrus viroid-IV (CVd-IV) were elucidated (Xu et al., 2012). In order to achieve 
a global view of the structures adopted by the Pospiviroidae members, twelve other viroids 
from the four different genera were selected for SHAPE structure prediction (Table 1). This 
included five distinct species from the genus Pospiviroid, including the Potato spindle tuber 
viroid (PSTVd), one of the viroids widely used for biological studies, one representative 
member from the genus Cocadviroid and three representative members each from the genera 
Apscaviroid and Coleviroid. 
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Table 1 Viroids used in the present study for structure elucidation in solution. 








Pospiviroinae Pospiviroids PSTVd AB623143 361 21, 174 (Tsushima et 
al., 2011) 
  CSVd V01107 356 94, 253 (Haseloff et 
Symons, 
1981) 
  TASVd K00818 360 98, 175 (Kiefer et al., 
1983) 
  TCDVd AF162131 357 172, 317 (Singh et al., 
1999) 
  CLVd AY367350 373 181, 334 (Verhoeven et 
al., 2004) 
 Cocadviroids CCCVd J02050 247 3, 148 (Haseloff et 
al., 1982) 
Apscaviroinae Apscaviroids ASSVd M36646 330 1, 157 (Hashimoto et 
Koganezawa, 
1987) 




AB019508 330 1, 151 (Ito et al., 
2001) 
Coleviroinae Coleviroids CbVd-1 X52960 249 82, 193 (Spieker et 
al., 1990) 
  CbVd-2 X95365 301 108, 214 (Spieker, 
1996a) 
  CbVd-3 X95364 361 108, 262 (Spieker, 
1996a) 
 
Secondary structures of the viroids from the genus Pospiviroid 
 
Structure of PSTVd in solution 
 
In general, the viroids of the genus Pospiviroid are well studied. The type species, PSTVd, 
was the first viroid to have its structure resolved in solution by enzymatic footprinting(Gast 
et al., 1996). Initially, it was decided to reprobe PSTVd to demonstrate the potential of the 
hSHAPE methodology. For this purpose the PSTVd Dahlia variant, which is slightly 
different from the version probed previously in terms of nucleotide composition, was used. 
This PSTVd variant is interesting in that it was first isolated from the ornamental plant 




In order to produce the RNA required for the SHAPE probing, the head-to-tail dimeric copy 
of the viroid contained in a plasmid was amplified by PCR. Two different DNA templates of 
the complete monomeric viroid were prepared by using two sets of primers (Figure 1). The 
forward primers contained the T7 RNA polymerase promoter at their 5’-ends, and were 
designed such that the starting sites of the viroids possessed at least one guanosine residue 
for use in the subsequent in vitro transcription. To ensure the complete folding of the RNA 
molecules, the folding was performed at 37°C in the presence of magnesium chloride 
(MgCl2) prior to the addition of the SHAPE reagent. The SHAPE reagent reacts with the 2’-
hydroxyl (2’-OH) of the ribose groups of a nucleotide when it is positioned in an accessible 
conformation, that is to say primarily when it is single-stranded. For this purpose, benzoyl 
cyanide (BzCN) was used because of its ability to react quickly with the RNA, as well as for 
its property of the rapid hydrolysis of any excess product in solution (Mortimer et Weeks, 
2008). The variation between reactive and unreactive nucleotides was characterized by the 
early termination of the cDNA synthesis during the primer extension reaction that was 
catalyzed by a reverse transcriptase. Fluorescent-labeled primers were used for the primer 
extension reactions, thereby rendering the analysis of cDNAs up to 500 nt in length possible 
by capillary electrophoresis. This reaction mixture is hereafter referred to as SHAPE (+). In 
addition, a negative control without BzCN (SHAPE (-)) was also performed so as to monitor 
both the natural propensity of the reverse transcriptase to stop, and the regions where RNA 
degradation could have occurred. By using two monomeric viroids with different starting 
sites it was possible to obtain probing data on all of the nucleotides and to confirm the probing 
reactivity of each individual nucleotide. The resulting electropherograms were analyzed 
using the QuSHAPE software (Karabiber et al., 2013). This software aligns, in semi-
automatic fashion, the SHAPE (+) and the SHAPE (-) traces to both the sequencing reaction 
and the reference sequence of PSTVd. During the alignment process, it corrects the signal 
decay, integrates, normalizes and subtracts the data from the SHAPE (-) reaction from the 
SHAPE (+) reaction, producing the final SHAPE value. Each experiment was performed in 
duplicate for each RNA strand, resulting in four sets of SHAPE data for most nucleotides 
and two sets for both those nucleotides located at the primer binding sites and those located 
near this region. The resulting data represent the normalized and averaged reactivities of each 
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nucleotide for all of the experiments. These data were used as soft thermodynamic constraints 
in the Fold tool of the RNAstructure software (Reuter et Mathews, 2010) to guide the RNA 
secondary structure prediction as described previously (Giguère et al., 2014a). Briefly, non-
reactive nucleotides are indicated by a value between 0 and 0.40. The reactive nucleotides 
are represented by values between 0.40 and 0.85, and the highly reactive nucleotides by 
values higher than 0.85. To evaluate the impact of the different starting sites, the levels of 
the SHAPE reactivities of each nucleotide from the different RNA strands were compared 
between each other. Nucleotides that had SHAPE reactivities that were either non-reactive 
(0-0.40) or highly reactive (>0.85) depending on the starting sites were considered as being 
ambiguous. Special attention was also taken when a few ambiguous nucleotides were found 
in the same region, as this could signify a change in the local structure. 
 
 
Figure 1 Schematic flow chart illustrating the detailed steps of the hSHAPE 
experiment with dimeric PSTVd. 
  
84 
The numbered primers are used for the amplification of the PSTVd monomers (i.e. 1F/1R 
and 2F/2R). The raised ends of the primers represent the non-complementary regions, 
specifically the T7 RNA polymerase promoter, which is used for the run-off transcription. 
The RNAs obtained after amplification and transcription are numbered 1 and 2. These RNAs 
were subjected to the SHAPE reaction followed by primer extension. During the latter step 
the reverse transcriptase produces a cDNA fragment (dashed line) the length of the distance 
from the start of the RNA until the first adduct (e.g. circle on top of a line).  
 
In the case of the probed PSTVd variant, the RNA strands started at either position 21 or 174. 
The oligonucleotides used for the primer extension were complementary to the sequence of 
the 3’ extremity of the RNA strands. The SHAPE reactivity profile for PSTVd was analyzed 
using QuSHAPE (Figure S1) and the values obtained were used in RNAstructure to obtain 
the final secondary structure (Figure 2A). The percentage of unambiguous nucleotides from 
the probings of both RNA strands was 94.46%, confirming that the starting site did not affect 
the folding of the RNA. Most of the reactive and the highly reactive nucleotides were located 
either in single-stranded regions, or in the adjacent positions. A 10.5% variation in nucleotide 
pairing was observed by comparing the structure predicted by SHAPE to that predicted 
without using the SHAPE values. Interestingly, when comparing the two most stable 
structures obtained with SHAPE, it was observed that the TL region might fold into two 
potential secondary structures. In the most stable one the residues from positions 327-333 are 
reactive, but the RNA structure prediction placed them in a double-stranded region. In the 
second most stable structure, however, two hairpins are formed between nucleotides 24-26 
and 32-34 of the upper strand and nucleotides 327-331 and 337-342 of the lower strand. Since 
the stabilities of both structures are very similar (i.e. deltaG values of -267.0 kcal/mol and -
262.0 kcal/mol), it is reasonable to propose that most likely the two structures are adopted in 
solution, thus explaining the SHAPE data. The presence of an A-motif in the P region 
composed of nucleotides 56-59 of the upper strand and 303-305 of the lower strand was 
observed. Additionally, loop E was formed at nucleotide positions 99-103 of the upper strand 
and 256-261 of the lower strand in the CCR of PSTVd. The overall profile of the reactivity 
obtained here, as well as the structural features described here, are similar to that obtained 






Figure 2 The most stable structures for the viroids from the genus Pospiviroid. 
The final structural models of PSTVd (A), CSVd (B), TASVd (C), TCVd (D) and, CLVd (E) 
obtained by SHAPE were folded with the RNAstructure software. The nucleotides in black 
denote those of low SHAPE reactivities (0-0.40). Those in orange are of intermediate 
reactivities (0.40-0.85) and those in red are highly reactive (>0.85). The different regions are 
either delimited (full lines), or approximated (dashed lines), and the presence of both the A-
motif and the loop E are noted. 
 
 
Structures of four other Pospiviroid 
 
After optimizing the SHAPE technique for rod-like viroids, four species from the genus 
Pospiviroids were selected based on several factors, including sequence identity. Neither the 
Tomato planta macho viroid (TPMVd), nor the Mexican papita viroid (MPVd), was probed 
because both possess a sequence identity of more than 85% with PSTVd. Moreover, their 
computer assisted predicted secondary structures were similar to that of PSTVd, suggesting, 
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if the local variations are not considered, that all three viroids most likely adopt a similar 
structure in solution. The Iresine viroid (IrVd) was not probed because, firstly, little 
information was available, and, secondly, IrVd is not a threat to economically important 
plants like potato and tomato (Verhoeven et al., 2010). To date only three sequence variants 
of the Citrus exocortis viroid (CEVd; see Xu et al.. 2012) have been probed. This left four 
members of the genus Pospiviroid to probe, namely the Chrysanthemum stunt viroid (CSVd), 
the Tomato apical stunt viroid (TASVd), the Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) and 
the Columnea latent viroid (CLVd). 
 
The folding of CSVd, TASVd and TCDVd in solution produced structures very similar to 
that predicted for PSTVd. More specifically, the two probed RNA strands of CSVd were 
96.1% unambiguous, and the variation caused by the probing, as compared to that of the 
structural model without probing, was 15.4%. The most important difference between CSVd 
and PSTVd is found in the structure of the A-motif that is located in the P region. Nucleotides 
55-60 of the upper strand, which form the A-motif in PSTVd, are base-paired with the U-
rich region comprised of nucleotides 293-297 of the lower strand in CSVd. However, this 
double-stranded region is surrounded by a loop to the left (nt 51-54 in the upper strand and 
298-305 in the lower strand) and a bulge on the upper right (nt 61-65 in the upper strand), 
and is not simply included in a longer helical motif (Figure 2B). In the cases of TASVd and 
TCDVd, the probing of distinct RNA strands showed unambiguities of 97.2% and 96.6%, 
respectively (Figure 2C and D). In addition, they differed from their computer predicted 
structures by variations of 8.9% and 6.4%, respectively (Figure S1 and S2). Their structures 
are similar to that of PSTVd, with the exception that TCDVd possesses comparatively larger 
loops in both the V and the TR regions. Strikingly, all of these viroids, along with PSTVd, 
exhibited a conserved structure in the terminal of TR domain that consisted of either five 
(PSTVd and TASVd) or four (CSVd and TCDVd) loops. 
 
The last member of the genus Pospiviroid to be probed was CLVd. Though CLVd can infect 
tomato, and is classified under the genus Pospiviroid, it is worth noting that it also shares 
some characteristics with Hostuviroid (Verhoeven et al., 2004). The two CLVd RNA strands 
had a SHAPE resolved structure with a percentage of unambiguous nucleotides of 97.9% 
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(Figure S2), and the variation between the predicted and the final structural model was 
17.4%. The structure of the TL region is very similar in all five viroids of this genus; however, 
a loop E was not detected in CLVd CCR. Additionally, a branched three-way junction was 
present in the TR region of CLVd (Figure 2E), implying the existence of some structural 
diversity within the genus Pospiviroid. 
 
Probing a viroid from the genus Cocadviroid 
 
The genus Cocadviroid is composed of four species, the Coconut cadang cadang viroid 
(CCCVd), the Coconut tinangaja viroid (CTiVd), the Hop latent viroid (HLVd) and CVd-
IV. Previously, structure of CVd-IV was elucidated using SHAPE (Xu et al., 2012). In the 
present work, the structure of CCCVd, the type species of the genus, was elucidated. Unlike 
other viroids, CCCVd is known to possess two fast and two slow monomeric forms, (in terms 
of their electrophoretic mobilities) (Hanold et Randles, 1991). Here, one of the fast (246 nt) 
isomers was probed by SHAPE as it appears in the early stages of the disease and can induce 
severe symptoms in palms (Hanold et Randles, 1991). The probing results of the two distinct 
RNA strands were almost identical, with 98.0% of unambiguous nucleotides being obtained 
(Figure S3). The final structure revealed 16.7% variation in nucleotide pairings when it was 
compared to the computer predicted structure. The structure is characterized by the presence 
of a relatively large internal loop located in the P region (formed by the residues from nt 23-
31 in the upper strand and nt 216-226 in the lower strand). This loop contains multiple 
adenosine residues, indicating the presence of a large A-motif in CCCVd. Moreover, the 
CCR of CCCVd contained a loop E structure, a feature characteristic of the genus Pospiviroid 
(Figure 3). A comparison of the structure of CCCVd with that of the previously probed CVd-
IV (Xu et al., 2012) demonstrated the structural features of the genus, namely that both 
viroids exhibited similar structures in the CCR with both a loop E and an A-motif being 
present in the P region. 
 
The sequence and the secondary structure of CTiVd exhibited homologies with those of 
CCCVd. Interestingly, both possess similar host ranges (Keese et al., 1988). For this reason, 
the structure of CTiVd was not determined here. On the other hand, HLVd was not probed 
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because the computer assisted structure of HLVd revealed a similarity with that of CCCVd 
presented in this report. 
 
 
Figure 3 The most stable structure for a viroid from the genus Cocadviroid. 
The final structural model of CCCVd obtained by SHAPE and folded by the RNAstructure 
software. The nucleotides in black denote those of low SHAPE reactivities (0-0.40) Those in 
orange are of intermediate reactivities (0.40-0.85) and those in red are highly reactive 
(>0.85). The different regions are delimited by the full lines. 
 
Members of the genus Apscaviroid demonstrate structural diversity  
 
The genus Apscaviroid consists of many members that infect a diverse set of hosts including 
apple, citrus, grapevine and pear. Previously, the structures of two viroids, the Citrus III 
viroid (CVd-III) and the Citrus bent leaf viroid (CBLVd), both of which infect citrus plants, 
were resolved using radiolabelled probes (Xu et al., 2012). Therefore, the structures of other 
viroids which possess different host ranges were elucidated. For this purpose, initially, the 
structures of the Apple scar skin viroid (ASSVd), the Apple dimple fruit viroid (ADFVd), the 
Grapevine yellow speckle viroids -1 and -2, (GYSVd-1 and -2), the Australian grapevine 
viroid (AGVd), the Pear blister canker viroid (PBCVd), the Citrus viroid LSS (CVd-LSS) 
and the Citrus viroid-OS (CVd-OS) were predicted using a computer-based algorithm. 
Interestingly, ASSVd, ADFVd, GYSVd-1, GYSVd-2 and AGVd folded into rod-like 
structures, whereas PBCVd and CVd-OS most stable structures revealed a simple branched 
and a highly branched structure (Figure S5), respectively. Therefore, ASSVd, PBCVd and 
CVd-OS were selected for elucidation of their secondary structures by SHAPE. 
 
Initially, ASSVd, the type species of the genus, was examined. It is 330 nt in length and 
causes severe skin scarring, dappling or cracking in the surface of the apple fruit (Desvignes 
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et al., 1999). The investigation of the structures of both RNA strands was unambiguous up 
to 97.6%. The most stable structure presented here possesses a branched structure in the TL 
region (Figure 4A). This prediction is in contrast to the result of the classical structure 
prediction algorithm, which uses mere sequence information and predicts a typical rod-like 
structure (Figure S5). The percentage of change between these two most stable predicted 
structures is 19.1%. Further, based on the SHAPE data, the most stable structure revealed a 
∆G of -233.8 kcal/mol, and the second most stable, which displayed rod-like secondary 
structure, of -232.2 kcal/mol. The latter structure differs from the computer predicted 
structure by 12.5% (Figure S6). 
 
 




The final structural models for ASSVd (A), PBCVd (B) and CVd-OS (C) obtained by 
SHAPE and folded by the RNAstructure software. The nucleotides in black denote those of 
low SHAPE reactivities (0-0.40). Those in orange are of intermediate reactivities (0.40-0.85) 
and those in red are highly reactive (>0.85). The CCR are delimited by the full lines. 
 
In contrast to ASSVd, PBCVd, which showed a branched structure in in silico analysis, 
showed a classical rod-like structure when the SHAPE values were used (Figure 4B). A 46% 
variation in nucleotide pairing was noted between the two structures, mainly due to the 
branched secondary structure obtained in the TL and the P regions of the computer predicted 
structure (Figure S7). Interestingly, the two distinct RNA strands used for the probing in 
solution exhibited a high level of unambiguous nucleotides (99.4%).The final predicted 
structure in solution is characterized by a large internal loop located in the TR region (i.e. 
positions 131-143 and positions 155-161), the lower strand of which is A-rich.  
 
The last member analyzed was CVd-OS. This is the one viroid that shares sequence similarity 
with both CVd-III and ADFVd in both the putative central and the TL regions (Ito et al., 
2001). Further, the sequences of the lower strands of the V and TR regions share high 
sequence similarities with CEVd (Ito et al., 2001). The two RNA strands used for predicting 
the structure showed an excellent percentage of unambiguous nucleotides (96.7%). The 
structure obtained using the SHAPE probing data resulted in a central rod-like structure with 
branching on either side. More specifically, the TL and the TR regions each exhibited a three-
way junction (Figure 4C). On the other hand, structure prediction without using the SHAPE 
data yielded a highly branched structure that included five stems located at the center of the 
structure (Figure S8). For this reason, structure prediction with and without SHAPE values 
resulted in a very high percentage of difference (59%). In fact these were the most divergent 
structures observed in this study. 
 
Comparison of the structures of all of the viroids from the genus Apscaviroid, and more 
specifically of the three probed in this work, as well as those of CVd-III and CBLVd obtained 
from a previous report (Xu et al., 2012), revealed that the structures of the CCRs are very 
similar. It is worth noting that all of the members of the genus Apscaviroid share a similar 
sequence in the CCR. This region is structurally well conserved among the members of 
Apscaviroid, as is nicely illustrated by the three Apscaviroid members examined here (Figure 
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4). That said, the secondary structures predicted by the computer algorithm varied between 
the species as some demonstrated branched structures. 
 
Probing of the genus Coleviroid 
 
All the viroids infecting Coleus blumei are grouped under the genus Coleviroid, which 
consists of six species: the Coleus blumei viroid-1, -2, -3, -4, -5, and -6 (CbVd-1, -2, -3, -4, -
5 and -6) (Hou et al., 2009b; Jiang et al., 2014). Recombination, a common phenomenon in 
CbVd, is observable in CbVd-2, CbVd-4 and CbVd-6 (Hou et al., 2009a; Jiang et al., 2011; 
Spieker et al., 1990). To our knowledge, none of the members of this genus had been probed 
previously. As a result, this study used three variants of CbVd for structure elucidation in 
solution, namely, CbVd-1 and CbVd-3, the natural variants and CbVd-2, a chimeric viroid 
obtained by the recombination of CbVd-1 and CbVd-3. The SHAPE procedure using two 
distinct RNA strands from all three species provided probing accuracies of 98.4%, 99.7% 
and 97.0%, respectively (Figure S9). When the sequences of the chimera parts are compared 
to those of the natural variants, the left side of the CCR of CbVd-2 was found to be almost 
identical to that of CbVd-3 while the right side was found to be almost identical to that of 
CbVd-1 (Jiang et al., 2011). In-depth analysis revealed that the reactivity of each nucleotide 
was similar when the identical domains of the three CbVd were compared (Figure 5). The 
final structures are all very similar and rod-like in nature with only a few minor structural 
differences being observed between the species. For example, a bulge was observed in the 
upper TR region CbVd-1 (nt 104-107), but was absent from the structure of CbVd-2. In this 
later variant, a bulge was present in the lower stem of the TR region (nt 159-163). Overall, 





Figure 5 The most stable structures for the viroids from the genus Coleviroid. 
The final structural models for CbVd-1 (A), CbVd-2 (B) and CbVd-3 (C) obtained by 
SHAPE and folded by the RNAstructure software. The nucleotides in black denote those of 
low SHAPE reactivities (0-0.40). Those in orange are of intermediate reactivities (0.40-0.85) 
and those in red are highly reactive (>0.85). The CCR are delimited by the full lines. The 




This paper presents a large number of secondary structure elucidations of the family 
Pospiviroidae’s members in solution. Structural precision at the single nucleotide level was 
achieved by using different starting sites to probe the viroids. The measure of the number of 
unambiguous nucleotides allowed for a thorough evaluation of the effect of the position of 
the starting sites. Analysis of the percentage of unambiguous nucleotide calculated, which 
ranged from 94.5% to 99.7%, indicated that the selected starting sites had negligible 
influences on the overall predicted structures in solution. This, conclusion, supports the 
notion that probing using this adapted SHAPE protocol is very accurate. 
 
The structural comparison of the members of the various genera allowed the determination 
of distinct motifs in each genus (Figure 6). The viroids from the genus Pospiviroid probed in 
this report, as well as the three CEVd variants (Xu et al., 2012) previously probed, all have 
similar structures with the exception of CLVd. Typically, PSTVd, TASVd and TCDVd 
exhibited rod-like structures with an A-motif located in the P region and a loop E located in 
the CCR. All CEVd variants and CSVd had different A-motifs in their P regions, but all 
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possessed a loop E. Conversely, CLVd lacked a loop E and showed a branched structure in 
the TR, but did demonstrate the presence of an A-motif in the P region. The lack of a loop E 
is one of the features present in HSVd, the only member of the genus Hostuviroid (Xu et al., 
2012). Verhoeven et al. 2004, suggested that CLVd shares some characteristics with the 
genus Pospiviroid, as well as with the genus Hostuviroid. Biologically, CLVd is much more 
harmful to tomato than PSTVd and other members of the genus Pospiviroid are. This may 
be attributed to the branched structure of CLVd observed in this study. Furthermore, CLVd 
can infect cucumber (Hammond et al., 1989), as HSVd can, but the other members of the 
genus Pospiviroid cannot, indicating that CLVd is quite different from the members of the 





Figure 6 Index of the viroids with SHAPE elucidated structures, classified according 
to their characteristics. 
The viroids are also classified by their subfamilies. Viroids in bold are those reported in this 
article. The underlined names represent viroids whose structures were elucidated in other 
reports (Xu et al., 2012). The characteristics described in the paper are listed on the right. 
 
CCCVd, of the genus Cocadviroid, exhibited structural similarity with the members of the 
genus Pospiviroid, with both possessing two loops in their CCRs and a loop with a conserved 
GGA sequence in the upper strand followed by a loop E. Additionally CCCVd also revealed 
the presence of an A-motif in the P region that is larger than those of the members of the 
genus Pospiviroid. Both of these features were also present in CVd-IV, another member of 
the genus Cocadviroid whose structure was elucidated previously (Xu et al., 2012). Taking 
into account all three of these genera, and of the subfamily Pospiviroinae, the structures of 
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eight species were elucidated. Detailed analysis clearly revealed that most of the Pospiviroid 
(except for CLVd) and the Cocadviroid have two loops in their CCR. HSVd did not reveal 
the presence of any of these loops in its CCR, indicating that the genus Cocadviroid is 
structurally closer to the genus Pospiviroid than to the genus Hostuviroid. On the other hand, 
an A-motif in the form of either a small or a large loop was present in all of the species except 
for CSVd and CEVd, which belong to the subfamily Pospiviroinae. 
 
In the case of Apscaviroid, all three species probed here exhibited very different structures in 
solution, except for their CCRs which were identical in all of the members examined here. 
Some possible explanations for these differences are that all three of the probed viroids have 
different host ranges. Unlike the subfamily Pospiviroinae, all of the members of the 
subfamily Apscaviroinae are placed in only one genus, namely Apscaviroid, indicating the 
high possibility of structural diversity within this genus. Moreover, ASSVd demonstrated 
only 52.3% sequence identity to PBCVd, but is 61.7% homologous to CVd-OS. PBCVd and 
CVd-OS exhibited 48.7% sequence similarity. Two species of this genus, CVd-III and 
CBLVd, have been probed previously (Xu et al., 2012). Both had similar CCRs, as was 
observed here, but differed in the rest of their structures, underscoring the high structural 
diversity within the genus Apscaviroid. Further, it is interesting to note that both CVd-III and 
CVd-OS exhibited a similar A-motif located in the P region, a feature that was not observed 
in the other members of the genus. At the same time, another citrus infecting viroid, CEVd 
of the genus Pospiviroid, also exhibited this type of A-motif. This indicates the need to 
regroup viroids by combining both their structural and their biological features.  
 
Members of the genus Coleviroid do not possess any structural resemblance with the other 
genera except for their rod-like appearance. For example, their structures have neither an A-
motif, nor a loop E. The viroids of this genus have percentages of base paired nucleotides of 
70% and 74% for CbVd-1 and CbVd-2/3, respectively, which is higher than the viroids from 
the other genera. In summary, the different characteristics observed in the probing of viroids 





It is important to remember that the SHAPE values help in the prediction of the RNA 
structure by suggesting which nucleotides should be single stranded and which ones are 
paired, but not with which nucleotide the pairing occurs. The prediction software is what 
takes into account the SHAPE data and generates a possibility for the most stable structure. 
In solution, it is possible that the RNA can adopt structures different than the proposed one. 
For this reason, the RNAstructure software proposes an ensemble of structures. Here, the 
most stable ones are presented for each viroid because they are the ones that are in best 
accordance with the SHAPE data. However, the RNA is a flexible molecule and some 
particularities were observed for both PSTVd and ASSVd in the second most stable structures 
that suggested that the alternative structures could also be found in solution. Importantly, 
alternative structures for the other probed viroids could also exist. Another consideration is 
the fact that this study is in solution, therefore the structure of these viroids in vivo could be 
different depending of the cellular environment. 
 
In conclusion, a total of twelve new viroid structures were elucidated in solution. In addition, 
computer assisted predicted structures are also presented. One variant from at least one 
species from each genus has had its structure elucidated, including the type species for each 
genus. Prior to this report, simple computer based structure predictions suggested that all the 
members of the family Pospiviroidae were rod-like. That said, the structures predicted in 
solution clearly illustrated the diversity among the members of this family. Additionally, the 
data presented here clearly underlines the need to consider viroids as structural RNAs that 
possess individually different characteristics that permit a greater precision in their 
classification then currently exists. 
 




Plasmids containing head-to-tail dimers of the different viroids studied in this report were 
obtained from commercial synthesizers. Specifically, the constructs containing the head-to-
tail dimers of CCCVd, ASSVd, CVd-OS, CbVd-1, CbVd-2 and CbVd-3 were purchased 
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from BioBasics. The other constructs, CLVd, CSVd, TASVd and TCDVd, were ordered 
from Life Technologies (GeneArt gene synthesis platform). Finally, the PSTVd head-to-tail 
dimers were constructed by using monomeric PSTVd obtained from gBlock Gene Fragments 
(Integrated DNA Technologies, Inc). Briefly, a PSTVd DNA molecule containing BamHI 
restriction enzyme site on either sides (BamHI site is present in PSTVd at nt 87 to nt 93) was 
amplified by PCR and cloned in pGEM-T easy vector (Promega, Madison, USA). Plasmid 
containing PSTVd molecule was then digested with BamHI. The DNA fragments were 
separated by electrophoresis on an agarose gel and purified by using QIAquick gel extraction 
kit according to the manufacturer’s instruction (Qiagen). Thus purified PSTVd molecules 
were allowed to multimerize in the presence of T4 DNA ligase for 60 min at room 
temperature. To this, 1µl of the BamHI digested pBlueScript SK (+) vector (Stratagene) was 
added and vector-insert ligation was facilitated by prolonging the incubation for 30 min at 
room. Ligated products were transformed into competent E. coli cells. Selections of head-to-
tail dimers were done by colony PCR and sequencing.  
 
Preparation of DNA templates 
 
Double-stranded DNA of monomeric viroids was prepared by amplification from each DNA 
plasmid containing the viroid head-to-tail dimers. The amplifications were performed using 
purified Pfu DNA polymerase and a pair of oligonucleotides (Table S1). All of the forward 
primers included the T7 RNA polymerase promoter for the subsequent production of 
monomeric viroid RNA. For the PCR amplification of the monomeric viroid, an initial 1 min 
denaturation at 94°C was followed by 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 60°C and 1 min 
at 72°C in buffer containing 20 mM Tris-HCl pH 8.8, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 0.1% 
Triton X-100, 20 mM dNTPs, 200 mM MgSO4, 200 µM of each primer and 2 µL of purified 
Pfu DNA polymerase. After the PCR amplification, the samples were heated at 72°C for 5 
min, ethanol precipitated and a fraction of the resulting solution was analyzed on a 1% 
agarose gel. 
 




In order to produce the viroid transcripts the DNA templates were incubated in the presence 
of T7 RNA polymerase in a buffer containing 80 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 24 mM MgCl2, 
2 mM spermidine, 40 mM DTT, 5 mM of each NTP, 0.004 units/mL pyrophosphatase 
(Roche Diagnostics), 40 units of RNAseOUT (Life Technologies) and 2 µL of purified T7 
RNA polymerase (1 µg/µl). The resulting mixtures were incubated at 37°C for 90 min. Then, 
DNase RQ1 (2 µL) was added and the sample incubated for 20 min at 37°C. Two volumes 
of denaturing buffer (0.03% wt/vol each of bromophenol blue and xylene cyanol, 10 mM 
EDTA pH 7.5 and 97.5% vol/vol deionized formamide) were added prior to the purification 
of the RNA by denaturing gel electrophoresis (5% acrylamide and 8M urea). The gels were 
visualized under UV light and the bands corresponding to the full-length monomeric viroids 
were excised and eluted (500 mM NH4OAc, 10 mM EDTA and 0.1% sodium 
dodecylsulphate (SDS)) overnight at room temperature. The RNAs were then ethanol 
precipitated and the pellets were washed with 70% ethanol prior to being dissolved in 0.5 X 
TE buffer (1X stock: 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA). The final concentration and 




In order, to perform the SHAPE reactions, RNA (5 pmol) was dissolved TE 0.5X buffer (8 
µL). The samples were heated at 95°C for 3 min and then snap-cooled on ice for 5 min. The 
folding buffer (1 µL; 500 mM Tris-HCl pH 7.5, 500 mM NaCl) was then added and the 
sample incubated at 37°C for 5 min. To ensure complete folding of the RNA, 100 mM MgCl2 
(1 µL) was added and the mixtures were kept at 37°C for another 30 min. Then, 600 mM of 
BzCN (1 µl) dissolved in DMSO was added to the (+) SHAPE reactions and DMSO (1 µL) 
alone to the (-) SHAPE reactions prior to ethanol precipitation in presence of glycogen (1 
µL). The resulting pellets were washed with 70% ethanol and then were dissolved of TE 0.5X 






The mixtures resulting from the SHAPE reactions were heated at 95°C for 2 min and then 
were snap-cooled on ice for 5 min prior to the addition of a 5’-fluorescently (VIC) labelled 
primer (1 pmol) complementary to the 3’ end of the RNA. The primers were annealed during 
a cycle of 5 min at 65°C, 5 min at 37°C and 1 min at 4°C before the addition of the primer 
extension buffer (4 µL 5X first strand buffer (Life Technologies), 1 µL of DTT (100 mM), 
1 µL of dNTPs (10 mM) and 2 µL of DMSO). The reactions were heated to 52°C for 1 min 
and Superscript III (0.7 µL, Life Technologies) was then added and the reaction incubated at 
37°C for 30 min. After completion of the primer extension reactions, the RNA was degraded 
with by the addition of 2M NaOH (1 µL) and then heating for 5 min at 95°C. The cDNA was 
then ethanol precipitated and the pellets washed twice with 70% ethanol. The primer 
extension protocol was used to prepare a cDNA ladder for the capillary electrophoresis. This 
ladder was used as a sequencing reaction to help align the reactivity of each nucleotide with 
the sequence of the probed viroids. The main differences between the SHAPE reactions and 
the ladders were the use of another fluorophore (NED) on the primer extension 
oligonucleotides and of a concentration of either 0.75 mM or 1.5 mM of ddCTP for the 
reverse transcriptase reaction. 
 
Analysis by capillary electrophoresis 
 
The cDNAs pellets containing either the SHAPE (+), the SHAPE (-) or the ladder reaction 
were sent to a genotyping facility for analysis on an ABI 3100 Genetic Analyzer. The samples 
were prepared as followed. Firstly, they were diluted in H2O (10 µL) and then formamide 
(10 µL) containing a Lyz labelled DNA ladder were added. An equal volume of diluted 
sequencing reaction was also added to the SHAPE reactions. The mixtures were then loaded 
into separate capillaries and the fluorescence measured. 
 
Analysis and viroid structures 
 
The resulting electropherograms were analyzed by the QuSHAPE software using the defaults 
parameters (Karabiber et al., 2013). The normalized reactivity values were averaged and 
loaded into the RNAstructure 5.5 software Fold tool as pseudo-energy constraints with a 
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slope value of 1.8 kcal/mol and an intercept value of -0.6 kcal/mol as parameters. The 






Figure S 1 The normalized SHAPE reactivities for the nucleotides of PSTVd, CSVd 
and TASVd. 




Figure S 2 The normalized SHAPE reactivities for the nucleotides of TCDVd and 
CLVd 





Figure S 3 The normalized SHAPE reactivities for the nucleotides of CCCVd. 





Figure S 4 The normalized SHAPE reactivities for the nucleotides of ASSVd, PBCVd 
and CVd-OS. 





Figure S 5 The most stable structure obtained without SHAPE for ASSVd. 





Figure S 6 The second most stable structure of ASSVd obtained by SHAPE and folded 
by RNAstructure. 
The nucleotides in black denote low SHAPE reactivities (0-0.40), those in orange are of 
intermediate reactivities (0.40-0.85) and those in red are highly reactive (>0.85). The 




Figure S 7 The most stable structures obtained without SHAPE for PBCVd. 






Figure S 8 The most stable structures obtained without SHAPE for CVd-OS. 






Supplementary Figure 9. The normalized SHAPE reactivities for the nucleotides of 










Primer Name Primer Sequence (5’-3’) 
PSTVd 21 T7-PSTVd-F3 
TAATACGACTCACTATACTGTGGTTCACACCT
GACCT 
  PSTVd R3 GAACCACGAGTTTAGTTCCG 
 174 T7-PSTVd-F2 
TAATACGACTCACTATAGGGTTTTCACCCTTC
CTTTC 
  PSTVd R2 TGTTTCGGCGGGAATTACTC 
CSVd 94 T7_CSVd_F1 
TAATACGACTCACTATAGGGGAAACCTGGAG
GAAGTC 
  CSVd_R1 GGGGATCCCTGAAGGACTTC 
 253 T7_CSVd_F2 
TAATACGACTCACTATAGGCTACTACCCGGTG
GAAAC 
  CSVd_R2 AAAGGAAGCTTCGAAGACCG 
TASVd 98 T7_TASVd_F1 
TAATACGACTCACTATAGGGGAAACCTGGAG
GAAGTC 
  TASVd_R1 GGGGATCCCTGAAGGACTTC 
 175 T7_TASVd_F2 
TAATACGACTCACTATAGGGTTTTCACCCTTC
CTTTC 
  TASVd_R2 TGTTTCAGCTGGGATTACTC 
TCDVd 172 T7_TCDVd_F1 
TAATACGACTCACTATAGGGTTTTCACCCTTC
CTTTC 
  TCDVd_R1  
 317 T7_TCDVd_F2 
TAATACGACTCACTATAGGGGCGAGGGTGTT
TAGCCCT 
  TCDVd_R2 GGTAGCAGCAAGATAGAGAA 
CLVd 181 T7_CLVd_F1 
TAATACGACTCACTATAGGGTTTTCACCCTTC
CTTTC 
  CLVd_R1 TGTTTCAGCTGGGATTACAC 
 334 T7_CLVd_F2 
TAATACGACTCACTATAGGGCGAGGGTGTTT
AGCCCT 
  CLVd_R2 GGAGACCAAGCAAGATAGAG 
CCCVd 3 T7_CCCVdf_F1 
TAATACGACTCACTATAGGGGAAATCTACAG
GGCAC 
  CCCVdf_R1 AGAGGGGCTACAAAGGGAC 





  CCCVdf_R2 GGGCGTCGAAGCTACGAAG 
ASSVd 1 T7_ASSVd_F1 
TAATACGACTCACTATAGGTAAACACCGTGC
GGTTCC 
  ASSVd_R1 GGGAAACACCTATTGTGTTTTACCC 
 157 T7_ASSVd_F2 
TAATACGACTCACTATAGGGTTCGCCTACAA
GAACG 
  ASSVd_R2 ACAGCGGAACTGGTGCGAG 
PBCVd 109 T7_PBCVd_F1  
TAATACGACTCACTATAGCGAGGGTGGAAGT
TTACCG 
  PBCVd_R1 CGCGAAGCCAAGCTGCTATA 
 260 T7_PBCVd_F2  
TAATACGACTCACTATACTAGAAGCCTGGGC
GCTGGC 
  PBCVd_R2 ACCCTTCGTCGACGACGAGC 
CVd-OS 1 T7_CVd-OS_F1 
TAATACGACTCACTATAGGAGGAAACTCCGT
GTGGTTCC 
  CVd-OS_R1 GGGGAAACACCAATCGTG 
 151 T7_CVd-OS_F2 
TAATACGACTCACTATAGGACAGTAGAGCTC
GTCTCTAC 
  CVd-OS_R2 ATCGCTCGTCTCAGAGGCC 
CbVd-1 82 T7_CbVd-1_F1 
TAATACGACTCACTATAGGAATCCAGTGCCC
ACCGG 
  CbVd-1-2-3_R1 GTTGCAGCGCTGCCAGGGAACCC 
 193 T7_CbVd-1_F2 
TAATACGACTCACTATAGGTTCGCTGACCCGG
TTCG 
  CbVd-1_R2 AGGACCTTTGCAATCGCTC 
CbVd-2 108 T7_CbVd-1-2_F1 
TAATACGACTCACTATAGGAATCCAGTGCCC
ACCGG 
  CbVd-1-2-3_R1 GTTGCAGCGCTGCCAGGGAACCC 
 214 T7_CbVd-2_F2 
TAATACGACTCACTATAGGTCCCGGTTCGCTC
TCC 
  CbVd-2_R2 TTTGCAATCGCTCGCGGGG 
CbVd-3 108 T7_CbVd_F1 
TAATACGACTCACTATAGGAATTCAGGGCGT
TGGCC 
  CbVd-1-2-3_R1 GTTGCAGCGCTGCCAGGGAACCC 
 262 T7_CbVd-3_F2 
TAATACGACTCACTATAGGCGATTGCAAAGG
ATCCGG 
  CbVd-3_R2 GCGTGGGAGCAGGTTGCTG 
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The T7 RNA polymerase promoter is denoted by the underlined sequences. 
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Résumé : Les agents pathogènes les plus simples sont les viroïdes. Puisqu’ils ont un génome 
d’ARN, simple brin circulaire, ils dépendent de leur séquence et de leur structure pour le 
succès de leur infection et leur réplication. Au cours des dernières années, d’importants 
progrès dans l’élucidation de leur structure ont été faits en utilisant la technique de SHAPE 
(selective 2’-hydroxyl acylation analyzed by primer extension) adaptée pour la cartographie 
des viroïdes en solution. Cette technique avait été utilisée pour étudier la structure de tous les 
membres des Avsunviroidae ainsi que pour plusieurs membres de Pospiviroidae. Dans cette 
étude ayant pour but de présenter un compendium complet de la structure secondaire pour 
l’ensemble des viroïdes un total de treize nouveaux membres des Pospiviroidae ont été 
cartographiés en solution avec la technique de SHAPE. Plus précisément, les structures pour 
onze espèces, dont le genre taxonomique est connu, ont été initialement élucidées. À la suite 
de cette étape, une classification des viroïdes selon les motifs importants pour chaque genre 
a été élaborée à l’aide de la comparaison de toutes les structures. Ce système de classification 
a permis de déterminer le genre de deux viroïdes, soit le Grapevine latent viroid et le Dahlia 
latent viroid, sur la base d’arguments solides qui sont les genres Apscaviroid et Hostuviroid 
respectivement. Cette étude rapporte le répertoire complet des structures secondaires des 
viroïdes en solution pour toutes les espèces acceptées à ce jour. De plus, le système de 
classification par les motifs structuraux importants proposé sera un outil essentiel pour 







The simplest known plant pathogens are the viroids. Because of their non-coding single-
stranded circular RNA genome, they depend on both their sequence and their structure for 
both a successful infection and their replication. In the recent years, important progress in the 
elucidation of their structures was achieved using an adaptation of the selective 2’-hydroxyl 
acylation analyzed by primer extension (SHAPE) protocol in order to probe viroid structures 
in solution. Previously, SHAPE has been adapted to elucidate the structures of all of the 
members of the family Avsunviroidae, as well as those of a few members of the family 
Pospiviroidae. In this study, with the goal of providing an entire compendium of the 
secondary structures of the various viroid species, a total of thirteen new Pospiviroidae 
members were probed in solution using the SHAPE protocol. More specifically, the 
secondary structures of eleven species for which the genus was previously known were 
initially elucidated. At this point, considering all of the SHAPE elucidated secondary 
structures, a classification system for viroids in their respective genera was proposed. On the 
basis of the structural classification reported here, the probings of both the Grapevine latent 
viroid and the Dahlia latent viroid provide sound arguments for the determination of their 
respective genera, which appear to be Apscaviroid and Hostuviroid, respectively. More 
importantly, this study provides the complete repertoire of the secondary structures, mapped 
in solution, of all of the accepted viroid species reported thus far. In addition, a classification 




Viroids are plant pathogens found in many agriculturally important cultures (Kovalskaya et 
Hammond, 2014). They are simple pathogens composed of a single-stranded circular, non-
coding RNA genome of 246 to 401 nucleotides (nt). To date, a total of thirty-two distinct 
species are generally accepted as existing by the scientific community, all of which can be 
classified into two families (Di Serio et al., 2014). The first of these, the Avsunviroidae, is a 
small group composed of four species. All possess a hammerhead self-cleaving motif and 
replicate in the chloroplast through a symmetrical rolling circle mechanism. The type species 
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of this family is the Avocado sunblotch viroid. The second, the Pospiviroidae, includes 
twenty-eight members that replicate in the nucleus via an asymmetric rolling circle 
mechanism. Most of the members of the Pospiviroidae fold into a rod-like structure which 
includes five regions: the terminal left (TL), the pathogenic (P), the central (C), the variable 
(V) and the terminal right (TR). Furthermore, the members of the family Pospiviroidae are 
categorized, based on the sequence identity in their central conserved region (CCR) and/or 
their biological features, such as known hosts and symptoms, into five genera: Pospiviroid, 
Hostuviroid, Apscaviroid, Cocadviroid and Coleviroid. 
 
The secondary structure of a viroid is of primary importance for its interactions with the 
host’s cellular components. During its life cycle, the viroid must move from one cellular 
compartment to another, following interaction with the host’s proteins, through the use of 
either RNA motifs or of its folded structure (Takeda et Ding, 2009). Its nucleotide sequence 
is also crucial, as it has been shown to interact with the host genome, for example as in the 
methylation of the DNA (Dalakouras et al., 2016), or with the host RNA in the form of viroid 
derived small RNA (vd-sRNA) in post-transcriptional gene silencing (PTGS) (Adkar-
Purushothama et al., 2015a). 
 
Until recently, most viroid structures were obtained by computer prediction and, 
consequently, were imprecise. Biochemical approaches were not used as they were simply 
too tedious to be performed. Hence, the technique of the selective 2’-hydroxyl (2’-OH) 
acylation analyzed by primer extension (SHAPE) was adapted to the study of viroid 
structures (Merino et al., 2005). Briefly, the technique uses an electrophilic reagent that reacts 
with the 2’-OH group of the ribose residues of the RNA when it is located in a flexible 
conformation, that is to say when it is single-stranded, forming a chemical adduct on the 
nucleotide (Merino et al., 2005). During the primer extension step that follows this chemical 
reaction, the reverse transcriptase is unable to pass through the adduct, and thus produces 
cDNA fragments whose lengths correspond to the flexibility of the specific nucleotides of 
the RNA. The positions of those nucleotides, and the strengths of their signals (radioactive 
or fluorescent), are revealed by electrophoresis. The normalized biochemical data obtained 
  
114 
by SHAPE are then computed as pseudo-free energy terms, and are used in the energy 
function of the structure prediction software, thus generating a more accurate structure.  
 
Initially, it was shown that the SHAPE-based structure of the Peach latent mosaic viroid 
(PLMVd) of (+) polarity was in good agreement with that previously obtained from classical 
enzymatic probing (Bussière et al., 2000; Dubé et al., 2010; Giguère et al., 2014a). 
Subsequently, the probing of the (+) strands of several PLMVd variants led to the 
identification of new RNA motifs, including new pseudoknot and cruciform structures, 
illustrating that viroids are heterogeneous not only at the sequence level, but also at the 
structural level (Bussière et al., 2000; Dubé et al., 2010, 2011; Giguère et al., 2014a). 
Subsequently, the structures of the strands of both polarities of the four members of the 
family Avsunviroidae, as well as that of non-confirmed member (specifically the Grapevine 
hammerhead viroid-like), were elucidated (Giguère et al., 2014a). Other reports have used 
SHAPE to study different variants of Avsunviroidae such as the Avocado sunblotch viroid 
(ASBVd) (Delan-Forino et al., 2014) and the Eggplant latent viroid (ELVd) (López-Carrasco 
et al., 2016). 
 
The structures of seventeen members of the family Pospiviroidae belonging to several genera 
were also resolved although this list remains incomplete so far (Giguère et al., 2014b; Xu et 
al., 2012). Interestingly, another group also probed a different sequence variant of Potato 
spindle tuber viroid (PSTVd) using the same approach (López-Carrasco et Flores, 2016). The 
resulting in vitro structure was relatively similar to those proposed previously although it also 
showed local structural differences (Adkar-Purushothama et al., 2015a; Giguère et al., 
2014b). The in vivo SHAPE probing obtained for the PSTVd variant was in good agreement 
with the in vitro SHAPE structure, except for the fact that the former appeared to be slightly 
more reactive towards the SHAPE reagent (López-Carrasco et Flores, 2016). This suggested 
that the presence of any potential RNA binding proteins did not seem to significantly interfere 
with the viroid’s structure (López-Carrasco et Flores, 2016). In brief, these studies provide 
physical evidence that the prediction of a secondary structure based on in vitro SHAPE 
probing is relevant. Moreover, the previous mapping in solution of the structures of several 
viroid species established that an average of 22% of the nucleotides were not located in the 
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same pairing situation in the structure folded using the SHAPE data as compared to that 
obtained without using it (Giguère et al., 2014b). Consequently, it is suggested that SHAPE 
probing should be the gold standard with which to determine a viroid’s secondary structure, 
which can then be further used as a model for its biological characterization. 
 
In this report, the aforementioned structure list was completed by elucidating the structure of 
thirteen additional Pospiviroidae members so as to cover those of all viroid species. First, the 
secondary structures of eleven species that had previously been assigned to a specific genus 
were elucidated. Taking into consideration all of the established structures at this point, a 
classification of all genera was deduced based on structural hallmarks. Subsequently, the 
SHAPE probings and structural predictions of the novel viroids, Grapevine latent viroid and 
Dahlia latent viroid were performed, and their respective genera were deduced. Altogether, 
this study and the previous ones provide a complete repertoire of the secondary structures of 
all viroid species discovered to date.  
 
Results and Discussion 
 
The primary goal of this study was to generate the secondary structures of all known viroids 
species based on probing data at a single nucleotide resolution in solution. The adoption of a 
relatively fast protocol using fluorescently labelled oligonucleotides, and the capillary 
electrophoretic analysis of the cDNA resulting from the modified RNA templates, made the 
goal achievable. To pursue the effort of elucidating viroid secondary structures, the in vitro 
SHAPE-based protocol was initially applied to the members of the family Pospiviroidae for 
whom the structures in solution are not available (see Table 1 for the probed sequences and 
for further information). 
 
  













First report of this species 
Iresine viroid -1 (IrVd-1) X95734.1 370 Pospiviroid TCDVd (69.0) (Spieker, 1996b) 
Pepper chat fruit viroid (PCFVd) NC_011590.1 348 Pospiviroid PSTVd (68.5) (Verhoeven et al., 2009) 
Tomato planta macho (TPMVd) K00817.1 360 Pospiviroid TCDVd (81.1) (Kiefer et al., 1983) 
Mexican papita viroid (MPVd) KF683198.1 359 Pospiviroid TCDVd (84.8) (Martínez-Soriano et al., 1996) 
Coconut tinangaja viroid (CTiVd) M20731.1 254 Cocadviroid CCCVd (72.4) (Keese et al., 1988) 
Hop latent viroid (HLVd) NC_003611.1 256 Cocadviroid CBCVd (61.0) (Puchta et al., 1988) 
Citrus viroid-V (CVd-V) NC_010165.1 294 Apscaviroid ASSVd (69.0) (Serra et al., 2008) 
Apple dimple fruit viroid (ADFVd) NC_003463.1 306 Apscaviroid CVd-III (72.3) (Di Serio et al., 1996) 
Australian grapevine viroid (AGVd) NC_003553.1 369 Apscaviroid CBLVd (58.9) (Rezaian, 1990) 
Grapevine yellow speckled viroid-1 (GYSVd-1) NC_001920.1 366 Apscaviroid CBLVd (63.8) (Koltunow et Rezaian, 1988) 
Grapevine yellow speckled viroid-2 (GYSVd-2) J04348.1 363 Apscaviroid GYSVd-1 (79.6) (Koltunow et Rezaian, 1989) 
Grapevine latent viroid NC_028131 328 Unassigned CVd-OS (75.0) (Zhang et al., 2014) 
Dahlia latent viroid JX263426.1 342 Unassigned PCFVd (60.4) (Verhoeven et al., 2013) 
Briefly, full-length transcripts of (+) polarity were synthesized in vitro from a plasmid 
containing a head-to-tail dimeric copy of each viroid. Two different DNA templates were 
PCR amplified for every species (Figure 1). In each case, the forward primer included the T3 
RNA polymerase promoter sequence at the 5’ end, and was always positioned so that the 
start site had at least one guanosine present so as to allow the subsequent transcription 
reaction. The purified transcripts were folded in solution in the presence of 10 mM MgCl2 at 
37°C for 30 min so as to ensure complete folding. The experiments were also performed in 
the absence of magnesium with the goal of identifying any motifs that are affected by the 
presence of metal ions. Following the folding, the SHAPE reactions were performed using 
benzoyl cyanide (BzCN), as it reacts quickly and does not need to be deactivated because it 
is rapidly hydrolyzed (Mortimer et Weeks, 2008). Next, the primer extensions were 
performed using fluorescently labelled oligonucleotides. The resulting cDNA fragments 
were analyzed by capillary electrophoresis adjacent to a sequencing reaction. Since viroids 
are GC-rich, the sequencing reactions were performed in the presence of either ddGTP or 
ddCTP. As such, each primer extension reaction was analyzed twice, once with each ladder, 
thus facilitating the analysis and improving the alignment of the fluorescent peaks to the 
RNA sequence of the studied viroid. Moreover, primer extension reactions were also 
performed on transcripts in the absence of BzCN. These reactions served as negative controls, 
and permitted the subtraction of the background caused by premature termination by the 





Figure 1 Schematic representation of a SHAPE probing experiment. 
The arrows show the primers used for the PCR amplification of the monomeric DNA 
templates 1 (full arrowheads) and 2 (white arrowheads). The RNA substrates were then 
produced by transcription from the T3 RNA polymerase promoter (represented by the raised 
extremity of the primers). The resulting RNA substrates 1 and 2 were then used in 
independent SHAPE reactions, and the reactivities of a sample of nucleotides for each RNA 
substrate are illustrated by the graphs. The black bars in the graphs represent nucleotides with 
low reactivities (0-0.40), the orange bars represent nucleotides with intermediate reactivities 
(0.40-0.85) and the red bars represent nucleotides with high reactivities (>0.85). Typical 
results for RNA species 1 and 2 were aligned on the original viroid sequence, and were then 
averaged to produce the final reactivity of each nucleotide and used in computer directed 
secondary structure prediction. 
 
The capillary electrophoresis data were analyzed using the QuSHAPE software (Karabiber 
et al., 2013). The reactivity for each nucleotide was averaged from two different experiments 
for each primer used. Finally, the averaged reactivities were used as pseudo-energy 
constraints in the thermodynamic predictions, and the resulting most stable structures are 
presented in this report. The nucleotides with reactivities higher than 0.85 were considered 
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as highly reactive, those with reactivity between 0.40 and 0.85 were considered as having an 
intermediate reactivity and those with values between 0 and 0.40 were considered as being 
unreactive. In order to confirm that the use of two distinct 5’ extremities did not affect the 
structure of the viroid, the reactivities of each nucleotide obtained with two transcripts with 
the differing 5’ termini were compared. Nucleotides with a low reactivity in one transcript 
and a high reactivity in the other were considered as having an inconsistent reactivity. Based 
on this, a percentage of reactivity consistency, that is to say the percentage of nucleotides 
with similar reactivities, regardless of the 5’ extremity of the transcript used, was determined. 




Members of the genus Pospiviroid have been the most studied over the years. The type 
species of the family Pospiviroidae, and the first one discovered, is PSTVd. The structure of 
a sequence variant of PSTVd retrieved from dahlia plants and which causes mild symptoms 
in tomato plants, as well as that of a variant which causes intermediate symptoms in tomato 
plants, had previously been probed using the SHAPE technique(Adkar-Purushothama et al., 
2015a; Giguère et al., 2014b). In addition, the secondary structures of a sequence variant of 
the Citrus exocortis viroid (CEVd), of the Tomato apical stunt viroid (TASVd), of the 
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd), of the Columnea latent viroid (CLVd) and of the 
Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) had been  also reported based on SHAPE probing 
(Giguère et al., 2014b). In the present work, the secondary structures of a sequence variant 
of the Iresine viroid 1 (IrVd), the of Pepper chat fruit viroid (PCFVd), of the Mexican papita 






Figure 2 The elucidated secondary structures of 4 viroids from the genus Pospiviroid.  
The color of the nucleotide represents the level of accessibility as determined by SHAPE: 
namely the black nucleotides are of low reactivity (0-0.40), the orange nucleotides are of 
intermediate reactivity (0.40-0.85) and those in red are of high reactivity (>0.85). The 
different regions are marked by either full lines or dashed lines depending on whether they 
were previously published or were determined in this report, respectively. The boxed sections 
are the motifs referred to in the text. 
 
The Iresine viroid 1 (IrVd) is composed of 370 nt (Table 1). It was found in symptomless 
Iresine herbstii (Spieker, 1996b). This is the largest viroid of the Pospiviroid. The SHAPE 
data of the IrVd-derived transcripts with the two distinct 5’ extremities showed 98.1% of 
reactivity consistency, which is an excellent level. The resulting predicted structure showed 
that 11% of the nucleotides are in different structures as compared to the structure predicted 
without the SHAPE data (i.e. a single-stranded nucleotide that is instead in a double-stranded 
region or vice versa). The predicted secondary structure based on the SHAPE data is rod-like 
(Figure 2), as were seven of the other members of this genus that were solved. The one 
exception was CLVd, which had branched TL region (Giguère et al., 2014b). The presence 
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of the CCR and the loop-E are characteristic of this genus. IrVd, however, shows some 
distinctive characteristics. Firstly, it has a large loop located at the beginning of the TL region 
that contains nucleotides 10-12 from the upper strand and 356-361 from the lower strand, 
which is unusual for viroids of this genus. Secondly, the A-motif of the P region is smaller 
than what is usually found in the Pospiviroid. Thirdly, it harbours a large loop (positions 155-
159 and 215-219) that is inserted into the TR domain (see the boxed regions in Figure 2).  
 
PCFVd is one of the recently discovered viroids that naturally infects bell pepper plants 
(Verhoeven et al., 2009). PCFVd infections in potato can give rise to small elongated and 
distorted tubers, while it causes the necrosis and the stunting of tomato plants (Verhoeven et 
al., 2009). The PCFVd probed transcripts showed 97% of reactivity consistency. The 
SHAPE-based prediction revealed a rod-like structure with a 7% difference as compared to 
that obtained without the probing data (Figure 2). The CCR that is characteristic of the genus 
Pospiviroid is present, with an asymmetrical loop (positions 86-87 and 250-255), and an 
isosteric variant of loop E (positions 97-101 and 250-255) is also present, as was previously 
reported (Zhong et al., 2006). The structure shows a typical A-motif located in the P region 
(positions 51-54 and 302-304). Interestingly, this structure comprises a highly based paired 
TL region, which is unique among all Pospiviroid. Although the TR region is like that of the 
other members of the genus Pospiviroid, it possesses a larger loop (positions 153-157 and 
196-200), mostly due to the presence of additional uridines in the lower strand.  
 
TPMVd is a species that shows 81% sequence identity with TCDVd (Table 1). Its distinct 
start sites affected the reactivity at only a few positions (95.8% reactivity consistency), and 
the folding obtained using the probing data gave a structure 12.5% different from that 
obtained without it. Overall, this viroid has an A-motif (positions 58-61 and 301-303) and a 
CCR (including a loop E at positions 100-104 and 254-259) that are similar to the two 
members of the Pospiviroid described above (Figure 2). It also possesses a large loop located 
in the TR domain (positions 156–160 and 199-203). The rest of the TR region is like that of 





The last viroid probed of this genus was MPVd, which was first found in the wild plants of 
Solanum cardiophyllum Lindl. in Mexico (Martínez-Soriano et al., 1996). Although, MPVd 
and TPMVd share a high sequence identity, they were first proposed to belong to different 
species. This was based on the differences in the symptoms generated by both viroids in 
Nicotiana glutinosa, mainly the absence of the flower-breaking symptom in TPMVd infected 
plants, and on the inability of MPVd to replicate in Gomphrena globosa (Martínez-Soriano 
et al., 1996). Recently, the flower-break symptoms, which are caused by many viroids in N. 
glutinosa, were found to be the same for both of these viroids. However, neither could infect 
G. globosa. Hence, it was thus proposed that both viroids belong to the same species 
(Verhoeven et al., 2011). The probings with two different transcripts bearing different 5’ 
extremities gave almost identical results with a reactivity consistency of 96.4%. The final 
structure presented in Figure 2 had a 16.7% difference with that predicted without SHAPE. 
The variant of MPVd selected for probing here has a 93% sequence identity with the TPMVd 
variant presented previously (Table 1). The resulting structure has all of the characteristics 
of a member of genus Pospiviroid, namely the A-motif (positions 58-61 and 302-304), the 
loop E (positions 101-105 and 255-260) and the TR region. The structures of MPVd and 
TPMVd are very much alike, even in the V region. However, differences were observed in 
the TL and P domains. Specifically, TPMVd possesses considerably larger loops at positions 
13-17 and 344-347, 30-32 and 329-332 of the TL domain and at 73-76 and 284-288 of the P 




Prior to this study, the Coconut cadang cadang viroid (CCCVd) and the Citrus bark cranking 
viroid (CBCVd, previously known as the Citrus viroid IV (CVd-IV)) were the only two 
viroids of the genus Cocadviroid for which the secondary structure had been elucidated by 
SHAPE (Giguère et al., 2014b; Xu et al., 2012). Conversely, the structures of both the 
Coconut tinangaja viroid (CTiVd) and the Hop latent viroid (HLVd) had not been probed 
previously. CTiVd and CCCVd have similar host ranges, but were discovered on different 
Pacific Islands (Keese et al., 1988). They share 72% sequence identity, and cause different 
symptoms in their hosts. More precisely, CTiVd is responsible for the appearance of 
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mummified nuts without kernels, while the CCCVd symptoms are mostly characterized by 
smaller, rounder scarified nuts. The two starting sites used for the probing had a very low 
impact on the folding of the RNA (i.e. 98.4% reactivity consistency). The probed structure 
of CTiVd is rod-like and has only a 4% difference with that predicted without the use of the 
SHAPE data (Figure 3). Nonetheless, the differences shown by the SHAPE probing have an 
impact on both the TL and the P domains. Specifically, there is the presence of a large loop 
from nucleotides 7 to 14 and 243 to 249 in the TL region of CTiVd that is absent in CCCVd. 
The CCCVd structure included a large A-motif located within the P region, which was 
replaced by two smaller A-motifs in the CTiVd SHAPE-based structure. Moreover, the CCR 
of CTiVd is similar to that of CBCVd with its isosteric loop E. Finally, the TR appears to be 
more base-paired than the rest of the viroid.  
 
 
Figure 3 The determined secondary structures of viroids from the genus Cocadviroid. 
The color of the nucleotides represents the level of accessibility as determined by SHAPE: 
namely the black nucleotides are of low reactivity (0-0.40), the orange nucleotides are of 
intermediate reactivity (0.40-0.85) and those in red are of high reactivity (>0.85). The 
different regions are marked by either full lines or dashed lines depending on whether they 
were previously published or were determined in this report, respectively. The boxed sections 
are the motifs referred to in the text. 
 
HLVd was first reported by Puchta et al. and was described as being a symptomless viroid 
in hops (Puchta et al., 1988). However, it was later shown that the HLVd infection of hops 
affected the production of secondary metabolites, such as alpha-bitter acid, as well as causing 
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the production of smaller cones (Patzak et al., 2001). The two transcripts probed for HLVd 
provided almost identical data (i.e. 96% reactivity consistency). The differences between the 
structures predicted without and with the SHAPE data (Figure 3) were limited to only 7% of 
the nucleotides. Accordingly, HLVd folded into a rod-like structure. The structure of its CCR 
is characteristic of the Cocadviroid. The loop E is not isosterically viable because of the 
absence of a cytidine ending the upper loop (Zhong et al., 2006). Moreover, the presence of 
an unusually large A-motif located in the TL region (positions 7-16 and 242-251) was 
observed. The reactivities of the nucleotides in the A-motif of HLVd are very similar to those 
of the large loop in the TL domain of CTiVd, even though the sequences differ, suggesting 
possible non-canonical interactions. These would need to be confirmed with further 
experimentation such as three-dimensional structure determination. The right portion of the 
V domain and the left portion of the TR domain (positions 90-109 and 143-162) adopted the 
same structures as those previously reported for CbVd-2 (Giguère et al., 2014b). According 
to the data presented here, all of the probed Cocadviroid fold into a rod-like structure that is 
characterized by the terminal left hairpin, the CCR structure, a smaller size and includes at 




Previous SHAPE probing data of some of the Apscaviroid members revealed diverse 
structures that are not simply rod-like. For example, the Apple scar skin viroid (ASSVd), 
which is the type species (Hashimoto et Koganezawa, 1987; Koltunow et Rezaian, 1988), the 
Citrus dwarfing viroid (CDVd) and the Citrus viroid OS (CVd-OS) have in solution 
structures that include a 3-way junction located in the TL domain (Giguère et al., 2014b; Xu 
et al., 2012). Moreover, CVd-OS had a second 3-way junction located in the TR region. 
Conversely, both the Pear blister canker viroid (PBCVd) and the Citrus bent leaf viroid 
(CBLVd) appeared to fold into a classical rod-like structure that included a large loop in the 
TR domain (Giguère et al., 2014b; Xu et al., 2012). In order to learn more about this peculiar 
genus, the SHAPE procedure was performed on five other Apscaviroid members, namely the 
Citrus viroid V (CVd-V), the Apple dimple fruit viroid (ADFVd), the Australian grapevine 
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viroid (AGVd), the Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) and the Grapevine yellow 
speckle viroid 2 (GYSVd-2) (see Table 1).  
 
CVd-V, which is a 294 nt long RNA molecule (Table 1), is the only citrus infecting viroid 
that can infect Atalantia citroides, a plant that is usually resistant to viroid infection (Serra et 
al., 2008). The probing of this viroid with two different 5’ extremities had low impact on the 
nucleotide reactivities as shown by the 97.6% reactivity consistency. While the structure 
predicted in the absence of SHAPE probing data was rod-like (Serra et al., 2008), that 
obtained when considering the SHAPE data included a 4-way junction motif located in the 
terminal left domain (Figure 4, see the cruciform). Overall, the difference between the 
structure deduced without SHAPE and that obtained with SHAPE was 15.3%. Its closest 
relative is ASSVd, with which it has 69% sequence identity (Table 1). The structure of this 
latter viroid was also branched, but with a 3-way junction (Giguère et al., 2014b). The 
presence of an additional short hairpin in CVd-V is explained by the presence of a few extra 
nucleotides in the extremity of the TL domain (see the circled nucleotides in TL domain, 
Figure 4) that are absent in ASSVd. Additionally, the formation of this short hairpin is 
favoured by the base pairing of G6 with C290 (see the boxed nucleotide in TL domain, 
Figure 4). From left to right there are also several features that are specific to the CVd-V 
secondary structure. There is an unusually large A-motif that is caused by the adenosine rich 
regions located in both the upper and lower strands of the P domain (positions 47-55 and 
236-244). This large A-motif was not very reactive in the presence of magnesium, but was 
in its absence, indicating a possible change of conformation. While both the CCRs and the V 
regions of CVd-V and ASSVd are very similar in terms of both sequence and structure, CVd-
V is missing a block of 10 nt on both the upper and lower strands (indicated by the 
arrowheads in Figure 4). That said, this loss does not affect the conservation of the structures 
between CVd-V and ASSVd. Although nucleotide sequence differences were observed in 





Figure 4The determined secondary structures of viroids from the genus Apscaviroid 
The color of the nucleotides represents the level of accessibility as determined by SHAPE: 
namely the black nucleotides are of low reactivity (0-0.40), the orange nucleotides are of 
intermediate reactivity (0.40-0.85) and those in red are of high reactivity (>0.85). The 
different regions are marked either by full lines or dashed lines depending on whether they 
were previously published or determined in this report, respectively. The boxed sections are 
the motifs referred to in the text. The circled nucleotides in the TL region of CVd-V mark 
the insertions as compared to ASSVd, and the boxed nucleotide represents a nucleotide 
variation. The arrowheads represent the position of the deleted block of nucleotides when 
compared to ASSVd. The possible interactions in ADFVd are represented by the dashed 
lines. 
 
ADFVd is a 306 nt long viroid responsible for the apple dimple disease in apple trees 
(Table 1) (Di Serio et al., 1996). Overall, the structures of ADFVd differed by 15% when 
that predicted using the SHAPE data was compared to that predicted without it, and they 
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were characterized by a 96.4% level of reactivity consistency when the two transcripts were 
compared. The resulting secondary structure is mostly rod-like, with the exception of a 3-
way junction located in the TL region (Figure 4). The lack of reactivity of the single-stranded 
nucleotides located at positions 14 to 20 and 303 to 306 may support the formation of 
additional Watson-Crick base pairs between G18G19 and C304C303, as is illustrated by the 
dashed lines in Figure 4. This lack of reactivity was observed only in the presence of MgCl2. 
The sequence and structure of the TL domain appear to be similar to that of the CVd-OS 
variant obtained previously (Giguère et al., 2014b). The P region of ADFVd included a 
relatively reactive asymmetrical loop that is formed by nucleotides 42 to 47 and 259 to 260. 
The CCR of ADFVd, which is formed by nucleotides 86 to 100 and 203 to 221, was 
characteristic of all members of the genus Apscaviroid. The V region includes an unusually 
reactive bulge that is formed by the four nucleotides located in positions 113 to 116 and is 
comparable to what is seen in CVd-OS (Giguère et al., 2014b). Finally, the TR region 
exhibited a relatively large loop that is formed by nucleotides 135 to 140 and 163 to 168. 
 
As opposed to the two viroids characterized above, AGVd, GYSVd-1 and GYSVd-2 folded 
into rod-like structures with several characteristic structural features (Figure 4). AGVd is an 
asymptomatic viroid associated with grapevines. Its probing had almost no inconsistent 
reactivities, as is demonstrated by a reactivity consistency of 97.8%. The SHAPE experiment 
yielded a structure with 7.3% of different nucleotide pairings as compared to that predicted 
in the absence of the chemical probing. The structure of the CCR (positions 95-110 and 263-
279) of AGVd is characteristic of all other members of the genus Apscaviroid. However, the 
AGVd structure includes an A-motif located in the P domain (positions 58-61 and 312-314) 
that is identical to that of CVd-OS and is found in most of the members of the genus 
Pospiviroid (Giguère et al., 2014b; Xu et al., 2012). 
 
Next, the GYSVd-1 type 3 sequence variant, which is often associated with yellow speckles 
disease in grapevines, was probed (Figure 4) (Szychowski et al., 1998). This viroid is present 
in most grapevines and causes tiny chlorotic spots on the leaves that usually appear either at 
the end of the summer or during hot weather (Salman et al., 2014). While both transcripts 
provided almost identical structures (reactivity consistency of 98.1%), the SHAPE probing 
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yielded a structure that was significantly different from that obtained in the absence of 
probing data (18.9% difference). The high level of sequence identity and the similar 
reactivities of the nucleotides between the TL domains of GYSVd-1 and TPMVd caused both 
of these two domains to adopt a similar structure (see positions 1-29 and 338-366 of GYSVd-
1). The CCR structure was similar to that of the other members of the genus Apscaviroid 
(positions 92-107 and 255-273). In fact, the characteristic feature of the GYSVd-1 structure 
was a P region that included two small loops of two nucleotides each, reminiscent of an A-
motif, located on both stands and separated by a small, double-stranded helix (positions 58-
68 and 299-310). 
 
GYSVd-2 was the last member of this genus to be probed (Figure 4). The resulting RNA 
probings of the two transcripts had 96.7% reactivity consistency, and there was an 11.8% 
difference between the structure predicted without SHAPE and that with it. The variant 
selected here has 79.6% sequence identity with GYSVd-1 (Table 1) (Koltunow et Rezaian, 
1989). Some parts of their structures were similar, for example the TL domain located at 
positions 1-23 and 340-363 and which is also similar to the TL domain of TPMVd (Figure 2). 
Also, the left portion of the P domain of GYSVd-2 is identical to that of GYSVd-1 in terms 
of both sequence and structure (positions 47-58 and 306-318). However, only a small A-
motif was found to be present in GYSVd-2 (positions 64-65 and 300-301). The right portions 
of the P region, right up to the CCR, of these two viroids from (positions 78-94 and 268-285) 
showed more differences at the sequence level than at the structural level. The CCR is 
identical to that of those of the other Apscaviroid, and the left portion of the V region 
(positions 109-115 and 225-249) is identical to that of GYSVd-1. Moreover, the structures 
of the right half of the V domain and of the TR domain located between positions 128 to 232 
of GYSVd-2 were very similar to those of GYSVd-1, with the exception of the bulge and 
loop seen in GYSVd-2 (positions 158-160 and 201-204) and the loop seen in GYSVd-1 
(positions 156-158 and 205-208). 
 
In brief, all of the members of the genus Apscaviroid possess similar CCRs. Their TL regions 
can be either branched, as is observed with CVd-V and ADFVd, or rod-like as is seen with 
the grapevine infecting viroids AGVd, GYSVd-1 and GYSVd-2. Distinctive structural 
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characteristics were also observed in their P domains. For example, CVd-V possesses a large 
A-motif, while AGVd possesses the same A-motif as the members of the genus Pospiviroid 
do. Both the V and TR regions are different for all viroids. Specifically, all viroids 
characterized in this study exhibited rod-like structures in these domains, but CVd-OS, which 
was probed previously, is branched (Giguère et al., 2014b). 
 
Structural hallmarks of each genus 
 
After studying the structures in solution of most Pospiviroidae, we attempted to identify any 
structural hallmarks that could be useful for the classification of viroids into the different 
genus (Figure 5). Clearly, the CCR is the most important structural hallmark for the 
differentiation of the different genus. In fact, it is well known that the CCR of viroids is 
composed of a well-conserved sequence in both the upper and lower strands of the viroid (Di 
Serio et al., 2014). Also, the structure of this motif, as based on the SHAPE data, is highly 
conserved and the key positions are always very highly reactive (>2.0). A possible 
explanation for this is that the formation of a three-dimensional conformation that is highly 
favourable for 2’hydroxyl acylation (McGinnis et al., 2012). However, there are also other 
structural hallmarks that can be used in order to help group a viroid into a genus. Briefly, all 
of the Pospiviroid have similar CCRs that include a loop E, a TR hairpin (TRH) and are 
relatively long in terms of size. The CCRs of the Cocadviroid are very similar to those of 
Pospiviroid, and the members of this genus are shorter and contain at least one large loop 
and a common TL hairpin. Both the Coleviroid and Hostuviroid have their own distinct 
CCRs. All of the members of the genus Apscaviroid have similar CCRs and belong to either 
the rod-like group or the TL branched group. There is also the terminal conserved region 
(TCR) which is composed of a sequence that is more or less conserved and that can be found 
in the TL region of all viroids of greater than 300 nt in size, but since it is not found in the 






Figure 5 Classification of the Pospiviroidae members based on their structural 
hallmarks. 
The boxed structures are representative examples for each genus. The color of the nucleotide 
represents the level of accessibility as determined by SHAPE: namely the black nucleotides 
are of low reactivity (0-0.40), the orange nucleotides are of intermediate reactivity (0.40-
0.85) and those in red are of high reactivity (>0.85). The underlined nucleotides are very 
reactive (>2.0). Structure of the CCR of the Coleviroid is presented as in previous report 
(Giguère et al., 2014b). 
 
As reported previously, the classification of CLVd can be challenging (Di Serio et al., 2014; 
Verhoeven et al., 2004). This species was originally proposed as a Pospiviroid. However, in 
a previous probing study, the CLVd structure did not possess a loop E and its TRH was not 
reminiscent of those of the other Pospiviroid as it was branched (Giguère et al., 2014b). 
Considering that CLVd harbours the same CCR as HSVd, the only member of the 
Hostuviroid, the suggestion here is that it should be classified has an Hostuviroid, as has been 




Classification of two novel viroids 
 
The Grapevine latent viroid (GLVd), an asymptomatic species of 328 nt, was recently 
reported by Zhang et al. (Table 1) (Zhang et al., 2014). The two transcripts possessing 
different 5’ extremities used for the probing revealed an accuracy of 98%. The percentage of 
change between the structures predicted with and without SHAPE is 11% (Figure 6). The 
probed structure revealed a branched TL domain very similar to those of CVd-OS (Giguère 
et al., 2014b) and ADFVd (described in this report, Figure 4). The P domain possesses a large 
motif-A like that seen in CVd-V (Figure 4). Interestingly, the CCR of GLVd was virtually 
identical to that of Apscaviroid, with one modification, specifically that there was an uridine 
at position 242 instead of an adenosine. The CCR of Apscaviroid is composed of two bulges 
of one guanine each followed by a stem of five base pairs and a loop (Figure 5), while that 
of GLVd is composed of a loop followed by a stem of four nucleotides and the loop 
(Figure 6). Therefore, the suggestion here in to propose that GLVd be classified as a member 
of the genus Apscaviroid because of its structure and without considering any other 
characteristic such as its sequence. It would be interesting to change the uridine located at 
position 242 to an adenosine in order to render it a more traditional CCR and to see the impact 





Figure 6 The determined secondary structures of two novel viroids. 
The most stable structures of GLVd and DLVd as elucidated by SHAPE probing. The color 
of the nucleotides represents the level of accessibility as determined by SHAPE: namely the 
black nucleotides are of low reactivity (0-0.40), the orange nucleotides are of intermediate 
reactivity (0.40-0.85) and those in red are of high reactivity (>0.85). The different regions 
are marked by either full lines or dashed lines depending on whether they were previously 
published or were determined in this report, respectively. The boxed sections are the motifs 
referred to in the text. 
 
Another recently discovered viroid is the Dahlia latent viroid (DLVd) (Verhoeven et al., 
2013). This viroid is composed of 342 nt and was discovered in asymptomatic dahlia plants 
(Table 1). The infection of other Pospiviroid hosts, such as tomato and cucumber, indicated 
that DLVd could only replicate in the dahlia plant (Verhoeven et al., 2013). The sequence 
identity of this viroid is low, being only 60.4% identical to its closest relative, PCFVd, and 
57% with HSVd. Comparison of the sequences indicated that the upper strand of the TL 
domain was conserved between DLVd and PCFVd (nucleotides 4-59), and that the upper and 
lower strands of the CCR were conserved between DLVd and HSVd. Since PCFVd belongs 
to the Pospiviroid genus and HSVd belongs to the Hostuviroid genus, the classification of 
DLVd into the right genus is not obvious. Therefore, it was decided to probe this viroid in 
order to identify its structural hallmarks. The probing of full-length transcripts with two 
different 5’ extremities gave a reactivity consistency of 96%. The structure predicted using 
the SHAPE data is rod-like with 17.8% of change from the structure predicted without 
SHAPE (Figure 6). The probing of DLVd revealed the presence of a TL region and an A-
motif in the P region similar to those of PCFVd (Figure 2) even though there is less sequence 
conservation of the lower strand. The CCR is comparable to those of HSVd and CLVd. 
Moreover, DLVd does not possess a potential loop E. The V domain of DLVd has a G-rich 
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region, like that of CLVd, from positions 141 to 148. The TRH present in all viroids of the 
genus Pospiviroid is not present in DLVd. Since DLVd does not possess the TRH, but has a 




The secondary structures, as predicted based on SHAPE data, of thirteen viroid species for 
which no in-solution mapping data was available are reported here. Clearly, the procedure is 
now well-established and optimized. For viroids in solution, the advantage of using two 
transcripts with different 5’ extremities is that it produces data on each nucleotide. The 
average of reactivity consistency of 97.1% clearly demonstrates that, for these transcripts, 
folding in solution was not affected by starting site. Also, it shows that viroids tend to fold 
into the same structure regardless of starting site. However, to achieve a high level of 
reactivity consistency, starting sites must be selected carefully. First, the 5’ extremity needs 
to begin with at least one guanine for transcription. Second, it must be in a stable region such 
as a stem or the loop of an hairpin. Finally, the two starting sites must be far apart to obtain 
reactivity data for each nucleotide. 
 
Together with previous data reported in three distinct studies (Xu et al., 2012; Giguère et al., 
2014a, 2014b), this report provides a complete compendium of the secondary structures 
predicted using SHAPE data for one representative sequence variant for all viroids reported 
to date in the literature. For all probed viroids, a percentage of change between predictions 
without and with SHAPE was observed. For this report, the average percentage of change is 
established at 12.0%. This value is lower than previously reported for members of the 
Avsunviroidae (23%) and of the Popiviroidae (20%) families (Giguère et al., 2014a, 2014b). 
This is mostly due to the nature of the probed viroid species. Firstly, Avsunviroidae are 
typically branched viroids with secondary structures that tend to be more challenging to 
predict accurately. Secondly, the species of the Pospiviroidae family that were probed 
previously (Giguère et al., 2014b), were selected for probing because of their peculiar 
predicted secondary structures. Overall, prediction with SHAPE data differed by 18% from 
prediction without SHAPE data, when considering the three reports (Giguère et al., 2014a, 
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2014b) and this one. This clearly underlines the importance of acquiring in solution probing 
data to support the secondary structure of viroids. It was possible to deduce the structural 
hallmarks of each viroid genus by considering the structures of all viroids species (Figure 5). 
On the basis of the structural hallmarks, it was suggested that GLVd belongs to the 
Apscaviroid, while DLVd belongs to the Hostuviroid. Since DLVd seems to replicate 
exclusively in dahlia, whereas HSVd is able to replicate and cause symptoms in a large range 
of hosts, the inclusion of CLVd in the Hostuviroid group should no longer be limited by its 
biological features (such as host range) or by this genus’ absence of the TCR or presence of 
TH. Importantly, whenever a new viroid is reported, a relevant predicted secondary structure 
based on SHAPE probing can also be reported, and determination of the structural hallmarks 
should add confidence in its proper classification.  
 
Finally, and very importantly, having a complete repertoire of the secondary structures of all 
viroids should be a great reference point for many biological studies, permitting an 
understanding of what is happening at the nucleotide level of a relevant structure. Eventually, 
these SHAPE data could be used to derive possible three-dimensional conformations for each 
viroid domain. Moreover, the probing of very similar viroids like TPMVd and MPVd 
provided structures that are similar. Therefore, someone working with a sequence variant 
highly similar to one of the variants reported in this compendium may consider using the 
SHAPE reactivity obtained for the latter to guide the prediction of that in his experiments in 
the regions of the viroid with high sequence identities. Guiding the structure prediction may 
be helpful in understanding some experimental results, but the best strategy remains to 
perform SHAPE probing in order to confirm the structure. 
 
Materials and Methods 
 
Preparation of the transcription templates 
 
For each viroid probed, a plasmid containing a head-to-tail dimer of the desired viroid was 
constructed by gene synthesis (GeneArt, Life Technologies or Bio Basics). In order to 
produce viroids with different start sites, an amplification of the DNA was performed by 
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PCR. The primers were carefully selected so as to encompass the entire viroid, to have the 
start sites be a guanine residue (to ensure the success of the subsequent transcription reaction) 
and to be located in a region where the effect of the start site on the overall structure would 
be minimal. The primers were usually designed so as to position the 5’ end of the transcript 
near either the right (TR) or the left terminal loops (TL) of the viroid's rod-like structure. The 
forward primers contained the T3 RNA polymerase promoter sequence at their 5’ ends for 
use in the production of the RNA (see S1 Table for a detailed list of the primers used). To 
amplify the viroids, plasmid DNA (5 ng) was added to purified Pfu DNA polymerase (2 µl) 
in a buffer containing 20 mM Tris-HCl pH 8.8, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 0.1% 
Triton X-100, 20 mM dNTPs, 200 mM MgSO4 and 200 µM of each of the primers. The 
amplification was performed in a thermocycler using a program of 1 min at 95°C, 1 min at 
65°C, 45 s at 72°C for 35 cycles, followed by a final elongation period of 5 min at 72°C. A 
fraction of the amplified product was used to verify the integrity and size of the amplified 
DNA by electrophoresis on a 1% agarose gel. The remaining fraction of the amplification 
reaction was ethanol precipitated, air dried and dissolved in nanopure water. 
 
Transcription of the RNA 
 
The transcriptions of the amplified DNA templates were performed in the presence of “in-
house” purified T3 RNA polymerase (2 µl, 1 µg/µl), pyrophosphatase (0,02 U, Roche 
Diagnostics) and RNAseOUT (40 U, Life Technologies) in transcription buffer containing 
80 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 24 mM MgCl2, 2 mM spermidine, 40 mM DTT and 5 mM 
of each NTP. The reactions were incubated at 37°C for 90 min. DNAse RQ1 (3 U, Promega) 
was then added, and the mixture incubated at 37°C for 15 min to degrade the DNA template. 
A phenol-chloroform extraction was then performed, followed by an ethanol precipitation of 
the RNA. The RNA was further purified by denaturing gel electrophoresis (5% acrylamide 
and 8 M urea). The RNA in the gel was visualized by UV-shadowing, the gel excised and 
the RNA eluted in elution buffer (500 mM NH4OAc, 10 mM EDTA and 0.1% sodium 
dodecyl sulphate (SDS)) overnight at room temperature. Lastly, the eluted RNA was 
precipitated with ethanol, dried and dissolved in 100 µl TE 0.5X (5 mM Tris-HCl pH 5.5 
  
136 
and 500 µM EDTA). The RNA concentration was determined by UV spectrophotometry at 




The SHAPE reaction was performed using 5 pmol of RNA in 8 µl of TE 0.5X. The RNA 
was unfolded at 95°C for 3 min, and was then quickly put on ice for 5 min. After the addition 
of 1 µl of folding buffer (500 mM Tris-HCl pH 7.5, 500 mM NaCl) the samples were 
incubated at 37°C for 5 min in a pre-folding step. Next, 1 µl of 100 mM MgCl2 was added 
and the folding reaction was incubated at 37°C for 30 min. For the samples without 
magnesium, water was added instead of MgCl2. A fresh solution of the SHAPE reagent 
BzCN (600 mM in DMSO) was prepared, and 1 µl was added to the folded RNA. In the 
negative control, 1 µl of DMSO was added in place. The SHAPE reactions were completed 
in 1 s at 37°C and did not need to be deactivated. Glycogen (1 µl, 20mg/ml) was added to the 
reactions and the RNA was ethanol precipitated. The RNA pellets were washed with 70% 
ethanol, air-dried and dissolved in 10 µl of TE 0.5X.   
 
For the primer extension reaction, the RNA was heated at 95°C for 2 min and snap-cooled 
on ice for 5 min. The fluorescent primer (1 pmol) was hybridized to the RNA by incubating 
the mixture at 52°C for 5 min, then at 37°C for 5 min and finally at 4°C for 1 min. Following 
this step, the reagents required for the primer extension reaction were added: 4 µl of 5X first 
strand buffer (250 mM Tris-HCL pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 1 µl of 10 mM 
dNTPs, 1 µl of 100 mM DTT and 2 µl of DMSO. For the preparation of the sequencing 
reactions, 5 pmol of RNA were diluted in 9 µl of TE 0.5X and 1 µl of either ddGTP (5 mM) 
or ddCTP (10 mM) was added. Both the primer extension and the sequencing reactions were 
incubated for 1 min at 52°C prior to the addition of 140 units of SuperScript III (Life 
Technologies). The primer extension reactions were performed at 52°C for 30 min, and were 
stopped by the addition of 1 µl of 2 M NaOH and incubation at 95°C for 5 min in order to 
degrade the RNA. Following this step, 80 µl of water and 1 µl of glycogen were added prior 
the ethanol precipitation. The DNA pellets were washed twice with 70% ethanol and air-
dried. The electrophoresis of the cDNA was performed at a sequencing and genotyping 
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facility (Plateforme de séquençage et de génotypage, Centre de recherche (CHUL) (Québec 
city)). The DNA pellets are dissolved in a mixture of 10 µl each of H2O and formamide with 
the addition of a Lyz labelled control DNA ladder (Life Technologies). Each SHAPE (+) and 
SHAPE (-) reactions was electrophoresed in the presence of one sequencing reaction on ABI 
3100 Genetic Analyzer (Life Technologies). The electrophoresis was then repeated with the 
SHAPE (+) and SHAPE (-) reaction in the presence of the other sequencing reaction. The 
analysis of the electropherograms was performed ”in house” using the default parameters of 
the QuSHAPE software (Karabiber et al., 2013). 
 
The normalized reactivity of each nucleotide was averaged between the replicates (averaged 
data S1 File, available as an Microsoft Excel file fo download in online vesion). For each 
transcript, the reactivity of each nucleotide was evaluated to determine the effect of the two 
start sites on the resulting structure. If a stretch of more than four nucleotides was found to 
be unreactive (<0.40) with one transcript, but highly reactive (>0.85) with the other, then the 
whole experiment was repeated using a third transcript possessing a different 5’ extremity. 
The reactivities obtained for each transcript were averaged, and were used as pseudo-energy 
constraints with the default slope (1.8 kcal/mol) and intercept (-0.6 kcal/mol) values in the 
Fold tool of the RNAstructure 5.6 software (Reuter et Mathews, 2010). The structures with 
the lowest Gibbs free energies were used for analysis. Finally, the reactivities obtained 
without magnesium were compared to those obtained in its presence in order to evaluate 
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Table S 1 List of the primers used in this study 




























































F1, F2 and F3 are the forward primers. The number at the end of the primer name is the first 
nucleotide in 5’ of the transcript as numbered according to the circular viroid. 
F1, F2 and F3 primers contain the polymerase T3 promoter (see the underlined sequences).  
R1, R2 and R3 are the reverse primers. 
5’ fluorescent primers (6-Fam or VIC) of the R1, R2 and R3 primers were used during the 
primer extension reactions.  
 





Avant-propos: J’ai effectué 100% des expériences, de l’analyse des résultats et de la 





Résumé: Les ARN satellites circulaires sont des agents pathogènes subviraux dépendant 
d’un virus pour leur réplication et leur propagation. Ils ont aussi des caractéristiques 
communes aux viroïdes de la famille des Avsunviroidae telles que le mécanisme de 
réplication en cercle roulant et la présence de motifs autocatalytiques. Au même titre que les 
viroïdes, leur séquence non codante a pour conséquence que leur structure est très importante, 
mais elle demeure jusqu’à ce jour peu étudiée. Les ARN satellites du Cereal yellow dwarf 
virus sérotype RPV et du Lucerne transient streak virus possèdent le motif autocatalytique 
en tête-de-marteau retrouvé dans les deux polarités comme chez les Avsunviroidae suggérant 
que d’autres motifs structuraux similaires entre ces ARN pourraient être retrouvés. La 
cartographie par SHAPE des deux polarités pour ces deux ARNsc a été réalisée et les 
structures obtenues ont été comparées avec celles des viroïdes. Très peu de motifs similaires 
ont pu être observés avec les viroïdes. L’élucidation de la structure de ces deux ARNsc 
représente le premier pas menant vers la caractérisation de l’ensemble des ARNsc qui 







Chez les agents pathogènes subviraux qui infectent les plantes, on retrouve un petit groupe 
de molécules ayant des caractéristiques très similaires aux viroïdes, nommés ARN satellites 
circulaires (ARNsc). Comme leur nom l’indique, ils ont un génome d’ARN circulaire, simple 
brin, non-codant d’une longueur entre 220 et 338 nucléotides. De plus, ils possèdent un ou 
deux motifs ribozymes autocatalytiques nécessaires pour le clivage des formes 
multimériques en monomères lors de leur réplication. Par conséquent, le mécanisme de 
réplication en cercle roulant est soit symétrique ou asymétrique. 
 
Contrairement aux viroïdes, ils ont tous besoin d’être en présence d’un virus associé (helper 
virus) pour être répliqué puis encapsidé. Pour les ARNsc, la polarité (+) est attribuée à l’ARN 
qui est encapsidé soit en totalité ou en plus grande quantité. Les ARNsc sont retrouvés en 
grand nombre de copies et ont beaucoup d’effet sur l’accumulation du virus associé. Ils 
peuvent même atténuer ou augmenter les symptômes causés à l’hôte et certains ARNsc vont 
même causer des symptômes distincts. En général, les ARN satellites possèdent peu 
d’homologie de séquence avec leurs virus associés et certains ARNsc peuvent être répliqués 
















Tableau 1 ARN satellites circulaires 











Rice yellow mottle virus satellite 
RNA (sRYMV) 
Sobemoviridae* 220 HHR - 
Velvet tobacco mottle virus 
satellite RNA (sVTMoV)) 
Sobemoviridae* 366 HHR - 
Solanum nodiflorum mottle virus 
satellite RNA (sSNMV) 
Sobemoviridae* 377 HHR - 
Subterranean clover mottle virus 





Lucerne transient streak virus 





Cereal yellow dwarf virus 
satellite RNA (sCYDV-RPV) 
Luteoviridae 322 HHR HHR 
Tobacco ringspot virus satellite 
RNA (sTRSV) 
Secoviridae 359 HHR HPR 
Chicory yellow mottle virus 
satellite RNA (sChYMV) 
Secoviridae 457 HHR HPR 






*Famille Sobemoviridae tel que proposée par (Sõmera et al., 2015) 
(HHR) Ribozyme en tête-de-marteau et (HPR) ribozyme de type épingle-à-cheveux 
 
Les ARNsc ne codant pour aucune protéine, ils doivent interagir avec les protéines du virus 
ou de l’hôte pour la réplication, le mouvement et l’encapsidation. La structure adoptée par 
les ARNsc est très importante pour bien comprendre leur fonctionnement. Malgré cela, peu 
d’études ont été réalisées à ce jour sur les ARNsc et sur leur structure en solution.  
 
Lors de la découverte des ARNsc, la prédiction de structure secondaire d’ARN par ordinateur 
était à son commencement (Zuker et Stiegler, 1981) et les viroïdes étaient décrits comme 
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adoptant tous une structure en forme de bâtonnet. C’était aussi le cas pour les premières 
prédictions de structure des ARNsc qui les montraient comme adoptant des structures 
secondaires en forme de bâtonnet (Keese et al., 1983). Avec les découvertes des 
Avsunviroidae adoptant des structures branchées, de l’importance de l’ARN interférence et 
de la méthylation de l’ADN dirigée par l’ARN chez les plantes, les structures des ARNsc ont 
grandement besoin d’être déterminées en solution.  
 
De plus, avec leurs caractéristiques comparables aux viroïdes, plus précisément à ceux de la 
famille des Avunsviroidae, il serait intéressant de pouvoir comparer leurs structures avec ces 
derniers. Plus précisément, deux ARNsc possèdent le ribozyme autocatalytique en tête-de-
marteau dans les deux polarités comme les membres de la famille des Avsunviroidae.  
 
Le premier est l’ARN satellite du Cereal yellow dwarf virus sérotype RPV (sCYDV-RPV). 
sCYDV-RPV a une longueur de 322 nt (Miller et al., 1991). Cet ARN satellite circulaire est 
le seul à avoir été découvert dans le genre Polerovirus de la famille Luteovirdae. Le virus 
CYDV-RPV cause des dommages à l’avoine et au blé. Son ARNsc atténue ces dommages 
puisque le titre viral est diminué par un mécanisme encore indéterminé. Les virions sont 
transmis par l’aphidé Rhopalosiphum padi et semble se limiter au phloème. La forme positive 
linéaire est encapsidée en plus grande quantité, mais sCYDV-RPV est rapidement circularisé 
lorsqu’il entre dans la cellule de l’hôte. Cet ARNsc se réplique en suivant le modèle 
réplication en cercle roulant symétrique (Silver et al., 1994). Le sCYDV-RPV est aussi 
répliqué par le Beet western yellows polerovirus (BWYV), mais c’est la forme positive 
circulaire qui est encapsidée (Rasochová et al., 1997).  
 
Le second est l’ARN satellite du Lucerne transient streak virus (sLTSV). LTSV fait partie 
de la famille Sobemovidae dans laquelle quatre autres virus sont associés à des ARNsc. 
sLTSV est le seul membre de cette famille que se réplique par le mécanisme de réplication 
en cercle roulant symétrique. sLTSV peut être associé au Turnip rosette virus (TRoSV) ou 




Ce rapport présente l’élucidation de la structure des deux polarités de ses deux ARNsc qui 
ont été cartographiées avec la même technique de cartographie par SHAPE. Afin d’assurer 
une continuité dans l’étude de la structure d’ARN de cette taille et de faciliter leurs 
comparaisons, la technique utilisée est identique à celle élaborée pour produire le 
compendium de structures des viroïdes (Giguère et al., 2014a, 2014b; Giguère et Perreault, 
2017).  
 
Résultats et discussion 
 
Les structures des deux polarités de sCYDV-RPV et sLTSV ont été étudiées par la même 
technique de cartographie par SHAPE décrite dans les chapitres précédents. Brièvement, 
deux ARN de la longueur totale du satellite ont été produits par amplification PCR suivie 
d’une transcription in vitro (pour les séquences des oligonucléotides utilisées, voir l’annexe 
1). La cartographie par SHAPE pour les deux transcrits a été réalisée en présence ou en 
absence de magnésium afin d’identifier les interactions tertiaires possibles. La comparaison 
de la réactivité de chaque nucléotide pour les deux transcrits a été faite pour s’assurer que la 
structure ne serait pas affectée par le site d’ouverture de l’ARNsc. La moyenne des réactivités 
normalisées a été utilisée comme contrainte thermodynamique dans le logiciel RNAstructure 
5.6 (Reuter et Mathews, 2010) pour la prédiction de la structure secondaire. Seulement les 
structures d’énergie minimale libre les plus basses sont présentées. 
 
Structure de l’ARN satellite du Cereal yellow dwarf virus sérotype RPV 
 
La structure de sCYDV-RPV (+) est très branchée avec le motif en tête-de-marteau dans des 
régions en simple brin (Figure 1A). Ceci n’est pas le cas chez les Avsunviroidae de structures 
branchées. Par exemple, chez PLMVd, les nucléotides de ce motif sont appariés avec les 
nucléotides du motif de polarité inverse dans des régions doubles brins (Giguère et al., 
2014a). La prédiction de la structure de sCYDV-RPV (+) sans données de SHAPE donne 
une structure assez similaire avec seulement 5.9% des nucléotides dans des états différents 
d’appariement. Cette valeur de changement est assez faible, mais diffère énormément d’un 
algorithme à l’autre. Par exemple, le logiciel mFold (Zuker, 2003), qui est encore très utilisé 
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de nos jours, donne une prédiction avec 21.1% de différences. La cartographie par SHAPE 
en l’absence de magnésium montre une augmentation de la réactivité pour quelques 
nucléotides dans le cœur de la structure (c’est-à-dire aux positions 157-162, 220, 240 et 242) 
où plusieurs tiges se rencontrent.  
 
La structure de sCYDV-RPV (-) a aussi été étudiée (Figure 1B). À première vue, elle 
comporte moins de régions simple brin et de tiges. L’utilisation des données de SHAPE a 
mené à une structure avec 13.4% de changement. En l’absence de magnésium, les nucléotides 
de la jonction à quatre tiges (c’est-à-dire aux positions 19-25, 38-42, 161-168 et 213-224) 




Figure 1 Structure secondaire de sCYDV-RPV 
La structure secondaire prédite à l’aide des données obtenues par SHAPE de sCYDV-RPV 
(+) en A et sCYDV-RPV en B. Les nucléotides peu réactifs sont en noirs (0 à 0.45), ceux de 
réactivité intermédiaire en orange (0,45 et 0.85) et ceux de forte réactivité en rouge (>0.85). 
Les nucléotides formant le ribozyme en tête-de-marteau (HHR) sont soulignés et les 
astérisques montrent les nucléotides mutés pour empêcher la coupure par le ribozyme. La 




Une étude précédente de la structure de sCYDV-RPV (+) en solution faite par digestion à la 
RNase T1 et imidazole (Song et Miller, 2004) a donné des résultats similaires. Par contre, tel 
qu’expliqué dans cette étude le manque de digestion observée aux positions 60-78 ne 
permettait pas de justifier le motif simple brin dans la structure présentée tandis que la forte 
réactivité obtenue par SHAPE pour la même région le permet. Dans cette même étude, les 
auteurs avaient postulé qu’un motif structural commun devait exister entre les deux polarités 
puisque la polymérase virale est nécessaire à la réplication de l’ARNsc et que les deux 
polarités sont présentes en quantités égales dans la plante. C’est effectivement le cas 
puisqu’en comparant la structure de sCYDV-RPV (+) en Y aux positions 245-310, il est 
possible de remarquer qu’un motif en Y semblable dans le brin (-) aux positions 86-153. Ce 
motif permettrait l’appariement de la polymérase virale à la séquence promotrice conservée 
(5’-ACPuAA) entre l’ARNsc et le virus associé. Puisque dans le motif en Y la séquence 
promotrice est simple brin (renflement du Y), l’accessibilité à la polymérase est augmentée. 
Ceci corrèle avec l'observation d'une diminution du titre viral lors d'infection avec l'ARNsc 
(Song et Miller, 2004). 
 
Structure de l’ARN satellite du Lucerne transient streak virus 
 
La structure la plus stable obtenue pour sLTSV (+) possède une forme en croix avec une 
jonction à quatre tiges près du centre de la molécule (Figure 2A). Cette structure a 46.6% 
d’appariements différents de la prédiction seule. Les données de SHAPE recueillies lors de 
la cartographie en absence de magnésium n’ont pas permis de détecter de changement 
important dans la structure. La structure de sLTSV (-) possède deux jonctions à quatre tiges, 
une près du centre et l’autre vers l’extrémité droite. La prédiction de structure sans donnée 
de réactivité était différente de 6.5%. La cartographie de sLTSV (-) sans magnésium a 
entraîné une augmentation de la réactivité pour les nucléotides 48-50 impliqués dans le motif 
en tête-de-marteau ainsi qu’encore une fois pour les nucléotides près des jonctions à quatre 
tiges (positions 101-104 et 188-191). De plus, les nucléotides 247-254 étaient beaucoup plus 





Figure 2 Structure secondaire de sLTSV 
La structure secondaire prédite à l’aide des données obtenues par SHAPE de sLTSV (+) en 
A et sLTSV en B. Les nucléotides peu réactifs sont en noirs (0 à 0.45), ceux de réactivité 
intermédiaire en orange (0,45 et 0.85) et ceux de forte réactivité en rouge (>0.85). Les 
nucléotides formant le ribozyme en tête-de-marteau (HHR) sont soulignés et les astérisques 
montrent les nucléotides mutés pour empêcher la coupure par le ribozyme. La numérotation 
débute au site de coupure pour chaque polarité. 
 
Comparaison avec les viroïdes 
 
Malgré certaines caractéristiques similaires, les ARNsc et les viroïdes ont très peu 
d’homologie de séquence entre eux. Ceci et leur génome circulaire rendent la comparaison 
de leurs structures difficile, en effet les outils bio-informatiques de comparaison de structures 
ne considèrent pas les molécules circulaires. Il devient nécessaire de s’attarder à une 
comparaison plus générale comme le nombre et la taille des tiges et des boucles, de même 
que le positionnement du motif autocatalytique en tête-de-marteau. Les viroïdes de la famille 
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des Avsunviroidae sont presque tous branchés. Il en va de même pour certains membres des 
Pospiviroidae. L'ARNsc CYDV-RPV (+) a la structure la plus complexe avec deux jonctions 
à quatre tiges et trois jonctions à trois tiges. sCYDV (-), sLTSV (+) et sLTSV (-) ont tous 
une jonction à quatre tiges au centre de la structure comme CChMVd (+) et (-). sLTSV (-) et 
CChMVd (+) ont aussi une seconde jonction à quatre tiges dans la portion droite de la 
structure. Le motif en Y de sCYDV-RPV ressemble au motif retrouvé à l’extrémité gauche 
de certains Apscaviroid branchés comme CVd-OS (Giguère et al., 2014b) et ADFVd 
(Giguère et Perreault, 2017). 
 
En conclusion, les deux polarités de ces ARNsc se replient de façons différentes, mais des 
motifs similaires peuvent être observés comme c’est le cas pour les deux polarités des 
membres des Avsunviroidae (Giguère et al., 2014a). Puisque les ARN satellites dépendent 
d’un virus associé pour toutes les étapes de leur cycle de vie alors que ce n’est pas le cas pour 
les viroïdes, il n’est pas surprenant qu’aucun motif commun n’ait pu être identifié. Pour 
terminer, la structure des ARNsc pourrait être étudiée in virio pour mieux comprendre les 
interactions entre l’hôte, le virus et l’ARNsc dans divers processus par exemple la sélectivité 





Depuis leur découverte, les viroïdes demeurent une source de fascination pour les 
scientifiques qui les étudient. L’observation par microscopie électronique, la dénaturation 
thermique, l’ultracentrifugation suivie de l’obtention des premières séquences de viroïdes ont 
permis d’affirmer que les viroïdes de la famille Pospiviroidae, tels que PSTVd, adoptaient 
une structure en forme de bâtonnet (Domdey et al., 1978; Sanger et al., 1976). Puis, le même 
type de structure a été déduit pour le viroïde représentant de la famille des Avsunviroidae, 
ASBVd (Symons, 1981). Cette structure en bâtonnet réconfortait les « viroïdologistes » 
puisqu’elle est considérée comme une structure stable qui protège cet agent infectieux 
dépourvu de capside et d’enveloppe lipidique de son milieu. Ce n’est que plus tard, avec la 
découverte de PLMVd et la prédiction bio-informatique de sa structure secondaire, qu’il a 
été proposé que les viroïdes pouvaient exister sous une forme branchée (Hernández et Flores, 
1992). De plus, l’observation de différents symptômes causés par des viroïdes ne variant que 
de quelques nucléotides permet de supposer que des différences dans leurs structures 
causeraient des changements dans leur cycle biologique. C’est pour ces raisons que la 
structure de tous les viroïdes devait être étudiée. La méthodologie mise au point et ses 
caractéristiques, les résultats obtenus et l’utilité de ces derniers seront mis de l’avant dans 
cette discussion. 
 
Méthodologie pour élucider la structure des viroïdes en solution 
 
Lors de l’étude de la structure de l’ARN, il est indispensable d’avoir plus d’information que 
simplement une prédiction in silico et ce, pour deux raisons principales. Premièrement, la 
prédiction de structure secondaire d’ARN de la taille des viroïdes mène à un nombre 
important de structures possibles. En effet, le nombre de repliements possibles est de 1,8N 
pour un ARN de longueur N (Zuker et Sankoff, 1984). Pour les viroïdes qui ont une longueur 
moyenne d’environ 300 nt, on estime le nombre de structures secondaires possibles à 3,48 x 
1076. Deuxièmement, même en réduisant le nombre de repliements possibles étudiés, par 
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exemple, en tenant compte des variations d’énergie associées au modèle du plus proche 
voisin, un grand nombre de structures très différentes les unes des autres sont toujours 
retrouvées et ce dans un intervalle d’énergie très mince. Alors, il est très difficile de 
déterminer laquelle est adoptée par l’ARN étudié. En ajoutant des valeurs de cartographie en 
solution la prédiction de structure s’améliore et tend vers une modélisation se rapprochant 
plus près de la structure réelle ou acceptée de l’ARN. 
 
Avant d’élucider la structure secondaire de tous les viroïdes, il a été nécessaire de choisir la 
meilleure technique c’est-à-dire une technique donnant des résultats fiables, précis et de 
façon rapide. C’est la technique de SHAPE qui a été choisie puisqu’elle a été prouvée à 
maintes reprises pour améliorer les prédictions de structure de plusieurs ARN. Les structures 
prédites avec les valeurs de réactivité de SHAPE sont plus similaires aux structures obtenues 
par les techniques conventionnelles comme la cristallographie, résonnance magnétique 
nucléaire (RMN) et l’analyse de comparaison de séquences (Hajdin et al., 2013). De plus, 
l’utilisation du SHAPE permet d’obtenir des indications sur la flexibilité de tous les 
nucléotides, et ce pour les quatre types de bases comparativement aux techniques 
conventionnelles comme la cartographie chimique au diméthyle sulfate (DMS) qui permet 
seulement d'identifier les adénines et les cytosines non appariées ou appariées à la base d’une 
hélice et à côté d’une paire G-U (Mathews et al., 2004). Les composés chimiques pour la 
cartographie traditionnelle sont peu réactifs et ne permettent qu’une interprétation qualitative 
des résultats et non quantitative comme le SHAPE (Low et Weeks, 2010).  
 
Les avantages multiples de la technique de SHAPE ont permis à notre laboratoire d’élucider 
la structure de quelques viroïdes (Dubé et al., 2011; Xu et al., 2012). La technique de SHAPE 
utilisée pour ces travaux comportait certains désavantages qui ont dû être adressés afin 
d’obtenir une version adaptée pour l’étude rapide, précise et reproductible des viroïdes. 
 
Premièrement, la technique traditionnelle nécessite l’utilisation d’oligonucléotides 
radiomarqués à l’extrémité 5’ lors de l’étape de la transcription inverse, ce qui n’est pas 
pratique, car la manipulation de radioactivité n’est pas possible pour tous les laboratoires. 
Deuxièmement, les fragments d’ADNc produits doivent être séparés sur un long gel 
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dénaturant de polyacrylamide afin de déterminer les niveaux de réactivité des nucléotides. 
La visualisation avec une bonne résolution d’un maximum d’environ 90 nt par gel de 
polyacrylamide exige d’effectuer plusieurs électrophorèses afin de couvrir la totalité de la 
séquence d’un viroïde de 300 nucléotides par exemple. Un autre problème est qu’il peut y 
avoir des variations lors du chargement des différents puits du gel qui doivent être corrigées 
manuellement lors de l’analyse des résultats. Cette technique est encore utile de nos jours 
pour étudier la structure de courts ARN puisque l’analyse d’un gel de cartographie est 
visuellement facile, même si elle est peu pratique.  
 
La technique de SHAPE couplée à l’électrophorèse par capillaire a été mise au point dans le 
but d’étudier la structure d’ARN plus longs (Vasa et al., 2008). Elle permet la séparation de 
fragments d’ADNc d’une longueur jusqu’à 500 nt ce qui est amplement suffisant pour étudier 
la structure des viroïdes. L’utilisation d’oligonucléotides fluorescents au lieu 
d’oligonucléotides radiomarqués est aussi un grand avantage pour les laboratoires voulant 
utiliser la technique. Aussi, le logiciel d’analyse semi-automatisé QuSHAPE a permis de 
faciliter grandement l’analyse des tracés de SHAPE et l’alignement des données avec les 
réactions de séquençages (Karabiber et al., 2013). Comparativement au logiciel précédant 
SHAPEfinder, QuSHAPE contient un algorithme de programmation dynamique pour 
corriger le décalage des tracés causé par la migration d’ADN marqué par différents 
fluorophores sans l’aide de marqueurs de taille (Karabiber, 2013). Le logiciel apporte aussi 
des corrections pour ajuster le signal de chargement et la perte de signal vers la fin des tracés. 
Il permet aussi un alignement entre la réaction de séquençage et les réactions de SHAPE, 
mais cet alignement est rarement parfait, alors il est nécessaire d’effectuer une correction 
manuelle. Pour terminer, le logiciel calcule l’aire sous chaque pic et soustrait le bruit de fond 
puis effectue la normalisation des résultats.  
 
Lors de l’étape de transcription inverse de la technique de SHAPE, il est impossible de 
connaître la réactivité des nucléotides du site de liaison de l’oligonucléotide utilisé (c.-à-d. 
les nucléotides de l’extrémité 3’ de l’ARN étudié) ainsi que les derniers nucléotides à 
l’extrémité 5’ qui ont une très mauvaise résolution. Pour remédier à cette perte d’information 
et obtenir des données de réactivités sur tous les nucléotides, il est suggéré d’ajouter deux 
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courtes séquences formant des tiges-boucles aux extrémités 5’ et 3’ qui n’interagiront pas 
avec la structure de l’ARN d’intérêt (Vachon et Conn, 2012). Cette stratégie a donné de bons 
résultats pour des ARN linéaires, mais pour les viroïdes, l’ajout de courtes tiges-boucles 
pourrait perturber le repliement de ces molécules ayant une forme circulaire. Avec le souci 
d’obtenir des données de réactivités pour tous les nucléotides sans affecter la structure 
secondaire du viroïde, plusieurs transcrits de la longueur totale du viroïde ont été produits in 
vitro à partir de différentes extrémités 5’ et des oligonucléotides fluorescents de séquences 
complémentaires inverses à chaque extrémité 3’ ont été utilisés pour la transcription inverse. 
Cette façon de procéder est valable à condition de vérifier si le site d’ouverture ne perturbe 
pas la structure du viroïde. De façon pratique, il convient de valider le site d’ouverture choisi 
de façon expérimentale. Pour ce faire, les réactivités obtenues pour les divers transcrits sont 
comparées et le nombre de nucléotides ambigus est évalué. Si ce nombre est trop élevé ou si 
plusieurs nucléotides consécutifs sont ambigus, alors un autre site d’ouverture est 
sélectionné, et l’expérience est répétée. Puis lors de l’analyse, les deux sites d’ouverture 
générant le moins de nucléotides ambigus sont gardés. Durant l’élucidation des 39 structures 
présentées dans cette thèse, ce problème a été rencontré pour seulement cinq viroïdes.  
 
Pour obtenir les réactivités de SHAPE sur tous les nucléotides à l’aide de la technique de 
SHAPE traditionnel, comme effectué pour l’étude de cinq membres des Pospiviroidae de 
Wenxing et al., 2012, l’expérience de SHAPE devait être répétée plusieurs fois en utilisant 
plusieurs oligonucléotides pour la transcription inverse et deux transcrits différents. De plus, 
pour obtenir une meilleure résolution des fragments d’ADNc, les échantillons étaient séparés 
sur deux gels pour une durée différente. Malgré ce travail colossal, la réaction de SHAPE n’a 
pas été complétée avec tous les oligonucléotides sur tous les transcrits, se faisant la portion 
de nucléotides commune aux deux transcrits est très courte, empêchant ainsi de déterminer 
si le site d’ouverture du viroïde cause des variations structurales. Avec l’utilisation de 
l’électrophorèse par capillaire, des valeurs de réactivités communes sont retrouvées en 
moyenne pour 70% des nucléotides des deux transcrits avec en moyenne 96% de nucléotides 
non ambigus permettant de certifier que les sites d’ouverture choisis n’avaient que très peu 




La structure de PLMVd (+) et (-) : comparaison avec les modèles structuraux établis 
précédemment 
 
Afin de mettre au point au laboratoire la technique de SHAPE couplée à l’électrophorèse 
capillaire, les deux polarités de PLMVd ont été étudiées étant donné que certaines propriétés 
biophysiques structurales étaient déjà connues (Dubé et al., 2010). Premièrement, PLMVd 
(+) est insoluble en présence d’une solution de 2 M de chlorure de lithium (LiCl), cette 
propriété biophysique est retrouvée chez les ARN structurés comme l’ARN 5S (Granell et 
al., 1983). La polarité (-) de PLMVd ainsi que les ARN ayant une forme moins globulaire ou 
plus près de la forme en bâtonnet, comme PSTVd, sont solubles dans la solution de LiCl. 
Deuxièmement, quelques variants de PLMVd ont déjà été étudiés par cartographies 
enzymatiques et chimiques (Bussière et al., 2000; Dubé et al., 2010) et aussi les deux 
polarités de deux variants de PLMVd ont été étudiées par SHAPE traditionnel (Dubé et al., 
2011). Ces études ont révélé deux pseudonoeuds dans la polarité (+) ainsi qu’un motif 
cruciforme à l’extrémité gauche du viroïde pour le variant PLMVd.282 (+). Le variant 
élucidé par SHAPE dans le chapitre 1 est PLMVd.282.  
 
Trois différents sites d’ouvertures ont été utilisés pour ce viroïde afin de s’assurer que chaque 
nucléotide avait au moins deux valeurs de réactivités de SHAPE. Les résultats obtenus ont 
été comparés à ceux des études précédentes et ils concordaient très bien. La structure 
proposée pour la polarité (+) a le motif cruciforme ainsi que les deux pseudonoeuds (Figure 
2, Chapitre 1). Ces derniers ont été révélés par l’augmentation de la réactivité des nucléotides 
impliqués dans ces interactions tertiaires lorsque la réaction de SHAPE a été réalisée en 
absence de magnésium. Le cruciforme quant à lui n’était présent qu’en présence de 
magnésium qui favorise l’empilement des nucléotides, les interactions tertiaires et dans le 
cas du cruciforme la formation de la tige II du motif autocatalytique en tête-de-marteau (Dubé 
et al., 2011). Selon une expérience d’électrophorèse par gel couplé à un gradient de 
température, plusieurs conformations de PLMVd (+) semblent exister en solution (Dubé et 
al., 2010). Ceci a aussi été observé par électrophorèse sur gel d’acrylamide natif pour les 
trois transcrits utilisés pour l’expérience de SHAPE. Dans cette expérience, les transcrits de 
PLMVd (+) migraient en deux bandes. De plus, ces deux bandes migraient plus lentement 
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dans le gel lorsqu’ils étaient préalablement repliés en absence de magnésium 
comparativement à lorsqu’ils étaient repliés en sa présence, confirmant encore une fois le 
relâchement des interactions tertiaires pour PLMVd (+) en l’absence de magnésium (données 
non publiées). Pour expliquer la présence de deux bandes en condition native, il est possible 
d’émettre l’hypothèse que les deux pseudonoeuds ne sont pas formés pour l’ensemble des 
molécules. La présence de deux bandes en gel natif n’a été retrouvée que pour CChMVd (+) 
qui contient aussi un pseudonoeud (données non publiées). Pour terminer, l’obtention des 
données de réactivités de SHAPE sur tous les nucléotides de PLMVd (+) a amélioré la 
prédiction de structure pour la région P4 à P9, où beaucoup de variabilité structurale était 
observée en produisant une conformation plus stable que celle prédite précédemment tout en 
conservant le pseudonoeud P8 comme démontré à la figure 2 du chapitre 1. Par la suite, la 
structure de PLMVd (-) a été élucidée. Comparativement à PLMVd (+), le modèle structural 
contient de plus longues tiges-boucle et aucun pseudonoeud, ce qui est en accord avec les 
caractéristiques biophysiques de cette polarité (Figure 2b, Chapitre 1). 
 
La structure des membres des Avsunviroidae 
 
Les structures des deux polarités des autres membres des Avsunviroidae ainsi que GHVd, un 
ARN circulaire ayant des caractéristiques similaires aux membres de cette famille, ont été 
élucidées par SHAPE. Pour chaque espèce, les structures sont plus ou moins branchées et ont 
peu de similarité entre elles, ce qui est normal puisque les viroïdes de cette famille infectent 
chacun un nombre restreint d’hôtes et ont certainement une structure adaptée aux hôtes dans 
lesquels, ils sont retrouvés. Bien que les deux polarités subissent sensiblement le même cycle 
de vie (infection, mouvement, réplication, coupure et circularisation) elles n’ont pas la même 
structure. Les structures présentées pour ASBVd sont en forme de bâtonnet et ne contiennent 
pas de pseudonoeud. Les deux polarités d’ELVd sont branchées avec la polarité (+) qui est 
moins branchée que la polarité (-). GHVd (+) et (-) ressemblent beaucoup à PLMVd, mais 
ne semblent pas avoir de pseudonoeud. Finalement, CChMVd (+) et (-) adoptent chacun une 
structure branchée et la polarité (+) possède un pseudonoeud. Mis à part pour PLMVd peu 
d’études comparant la biologie des deux polarités pour ces viroïdes ont été effectuées, mais 
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de telles études pourraient peut-être aider à mieux comprendre l’effet de la structure sur la 
biologie des viroïdes de cette famille.  
 
Les résultats présentés au Chapitre 1 ont clairement démontré le pouvoir de la technique de 
SHAPE adaptée pour l’élucidation de la structure des viroïdes. Celle-ci permet l’obtention 
de données sur la flexibilité des nucléotides de façon rapide grâce à l’utilisation des 
oligonucléotides fluorescents, de l’électrophorèse par capillaire et du logiciel d’analyse de 
données. Les résultats obtenus sont en accord avec les données de cartographie obtenues par 
d’autres études. De plus, l’utilisation de plusieurs sites d’ouverture permet d’avoir des 
valeurs pour tous les nucléotides du viroïde sans compromettre la rapidité de l’expérience et 
améliore les prédictions de structures. 
 
L’algorithme de prédiction de la structure secondaire des viroïdes 
 
Lorsque les valeurs de réactivité de SHAPE finales sont connues, elles peuvent être utilisées 
pour prédire la structure du viroïde de plusieurs façons. Pour tous les viroïdes, c’est 
l’algorithme de programmation dynamique d’énergie minimale libre utilisant le modèle des 
valeurs thermodynamiques du plus proche voisin qui a été utilisé. Les valeurs de SHAPE 
normalisées corrèlent de façon inversement proportionnelle avec la probabilité d’un 
nucléotide d’être apparié (Deigan et al., 2009). Pour être utilisées dans la prédiction de la 
structure, elles sont transformées en valeurs de pseudo-énergie afin de pondérer chaque 
nucléotide (i) de structure selon sa réactivité à l’aide de l’équation suivante :  
 
∆𝐺𝑆𝐻𝐴𝑃𝐸(𝑖) = 𝑚 ln(𝑟é𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑆𝐻𝐴𝑃𝐸(𝑖) + 1) + 𝑏 
 
La pente m est un nombre positif qui pénalise l’appariement d’un nucléotide de haute 
réactivité, alors que l’ordonnée à l’origine b est un nombre négatif qui favorise l’appariement 
d’un nucléotide de faible réactivité. 
 
Cette méthode a montré beaucoup de succès pour l’amélioration de la prédiction de structure 
d’ARN de toutes longueurs (Hajdin et al., 2013). De plus, certaines données suggèrent 
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fortement que les conditions dans lesquelles les valeurs de réactivités de SHAPE ont été 
obtenues pour les viroïdes favorisaient une seule conformation. En effet, une seule bande a 
été obtenue lors de la migration sur gel natif des différents transcrits d’ARN des membres de 
la famille des Avsunviroidae (Chapitre 1) ainsi que des membres du genre Pospiviroid 
(Chapitre 2, Figure 2) pour la plupart de ces viroïdes. Seulement CChMVd (+) et PLMVd 
(+) avaient deux bandes (données non publiées) et, comme il est mentionné plus haut, ce sont 
aussi les deux seuls viroïdes pour lesquels des pseudonoeuds ont été observés. De plus, la 
cartographie effectuée à une température plus basse a été réalisée pour ASBVd. Étant donnée 
sa composition riche en A/U, le changement de température aurait pu avoir un impact sur les 
conformations présentes en solution, cependant des résultats identiques ont été obtenus 
(données non publiées). Dans l’étude de Xu et al. (2012), des résultats similaires de réactivité 
de SHAPE ont été observés pour l’étude d’un variant de CEVd pour une gamme de 
température variant de 5 à 45°C (données non publiées). C’est pour ces raisons que la 
méthode de minimisation de l’énergie libre couplée aux valeurs pseudo-énergies a été 
utilisée. 
 
En ce qui concerne la prédiction en elle-même, le logiciel RNAstructure permet d’explorer 
les autres conformations ayant un niveau d’énergie libre semblable à la structure MFE 
(Reuter et Mathews, 2010). L’algorithme classe les différentes structures de l’ensemble sous-
optimal selon leur énergie libre et peut donner un aperçu des autres structures possible selon 
certains critères qui peuvent être sélectionnés par l’utilisateur. Concrètement, l’utilisateur 
fixe le nombre structures qu’il veut obtenir ou le pourcentage de variation de l’énergie libre 
maximal à atteindre ainsi que la taille de la fenêtre d’échantillonnage (Bellaousov et al., 
2013). La taille de la fenêtre d’échantillonnage est normalement fixée par l’algorithme et 
dépend de la longueur de la séquence. Plus la fenêtre est grande, plus les structures de 
l’échantillon sont différentes et le nombre de structures dans l’échantillon est petit. À 
l’inverse quand la fenêtre est petite, un plus grand nombre de structures est obtenu, mais elles 
seront plus similaires. Un exemple d’échantillonnage pour PLMVd (+) (avec une fenêtre par 
défaut de 7) est présenté dans la figure S7 du chapitre 1. Le graphique d’analyse en 
composantes principales permet de visualiser les différences entre chaque structure de 
l’échantillon. En fin de compte, ceci est une façon simple d’étudier les différentes 
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conformations possibles de la prédiction avec les valeurs de SHAPE afin de déterminer les 
régions de plus grandes flexibilités telles que montrées pour PLMVd (+) (Figure S7, Chapitre 
1). De plus, les structures de l’échantillon peuvent être utiles pour visualiser des changements 
de conformation correspondant mieux ou de façon quasi équivalente aux valeurs de 
réactivité. Par exemple, les domaines TL d’ASSVd et de PSTVd (Figure 1) montrent 
différentes conformations qui ont quasiment le même nombre de nucléotides réactifs simple 
brin peu importe la conformation. Ces différentes conformations peuvent être très 
intéressantes lorsque l’on considère que l’ARN est une molécule qui peut adopter plusieurs 
conformations différentes et que le SHAPE ne permet pas nécessairement de distinguer ces 
différentes conformations. Par contre, la plupart des données expérimentales ne pointent pas 
vers l’adoption de multiples conformations par le viroïde, particulièrement pour les viroïdes 
de la famille des Pospiviroidae. De plus, la structure des viroïdes est reconnue pour être assez 
stable afin d’être protégé du mécanisme d’ARN interférence de la plante et aussi pour 
survivre dans l’environnement. C’est pourquoi les structures de plus basse énergie libre ont 
été étudiées majoritairement au fil de la thèse. 
 
 
Figure 1 Conformations différentes pour les deux structures les plus stables prédites 
par RNAstructure pour le domaine TL de d’ASSVd et PSTVd 
La variation d’énergie libre entre les deux domaines TL les plus stables d’ASSVd est de 0.5 
kcal/mol et pour ceux de PSTVd la variation d’énergie est de 3.6 kcal/mol. Ces valeurs ont 




Pour conclure, la prédiction de structure avec les données de SHAPE a apporté des 
prédictions différentes de la structure MFE sans données de SHAPE pour tous les viroïdes et 
ARNsc étudiés, et ce en moyenne par 18% de l’appariement des nucléotides par viroïde. Ces 
différences varient beaucoup (entre 4% et 59%) d’un viroïde à l’autre et aussi d’un outil de 
prédiction de structure à l’autre. Ceci souligne encore une fois l’importance d’obtenir des 
valeurs de réactivité en solution pour tous les viroïdes et virusoïdes.  
 
Les limites de la technique de SHAPE et de la prédiction de structure 
 
La transformation des réactivités de SHAPE en valeurs de pseudo-énergies 
 
Malgré l’élaboration d’un protocole rigoureux pour cartographier la structure de tous les 
viroïdes, il reste des limites à considérer dans l’interprétation des résultats. Pour ce qui est de 
la prédiction de structure, certains facteurs importants sont à considérer. Premièrement, les 
valeurs des paramètres m et b ont été sélectionnées expérimentalement à partir d’un ensemble 
d’ARN cartographiés par SHAPE afin d’obtenir, pour chaque ARN, la prédiction le plus en 
accord possible avec son modèle structural accepté et établi par méthode conventionnelle. 
Ceci a pour conséquence que les valeurs des paramètres m et b dépendent de l’ensemble de 
structures initialement utilisées et que des valeurs différentes pourraient être meilleure pour 
prédire la structure des viroïdes. Puisque la structure d’aucun viroïde n’a été élucidée par 
méthode conventionnelle, il est difficile de juger si les facteurs m et b sont les meilleurs et 
comment ils pourraient être améliorés.  
 
De plus, la prédiction de la structure MFE est quelquefois critiquée pour le manque de 
précision des valeurs thermodynamiques utilisées dans le modèle du voisin le plus près. Par 
contre, les algorithmes de prédiction de structure s’améliorent constamment, et certains 
nouveaux algorithmes peuvent même tenir en compte des réactivités de SHAPE. Alors la 
modélisation de la structure finale de chaque viroïde pourrait bénéficier de ces nouvelles 
méthodes. Un exemple intéressant est la prédiction de la fonction de partition de l’ARN en 
restreignant l’ensemble des structures prédites par les valeurs de réactivités de SHAPE (Wu 
et al., 2015). Ceci permet de mettre en valeurs les paires de bases et nucléotides simple brin 
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selon leur probabilité d’être retrouvés dans l’ensemble de structures. Puis, il est possible 
d’établir un modèle de structure maximisant le niveau de probabilité pour chaque paire de 
bases et des nucléotides simple brin.  
 
Puisque toutes les structures présentées dans cette thèse ont été obtenues à partir de données 
en solution, il faut éventuellement s'attaquer la question de la reproductibilité de la 
cartographie in vivo. Les résultats en solution devraient alors être confirmés avec des extraits 
cellulaires de plantes ou in vivo. À cet effet, une étude récente a déterminé la structure par 
SHAPE d’un variant de PSTVd en solution et in vivo dans Nicotiana Benthamiana (López-
Carrasco et Flores, 2016). Le modèle de structure final est très similaire à la structure obtenue 
par SHAPE pour le variant de PSTVd-M élucidée au chapitre 2 et PSTVd-I (Adkar-
Purushothama et al., 2015a). L’utilisation du SHAPE in vivo a montré beaucoup de succès 
pour identifier des sites de liaison de protéines (Spitale et al., 2013). Pour PSTVd in vivo, il 
n’y avait pas de perte de réactivité in vivo versus in vitro, soulignant ainsi que la structure 
circulaire ne semble pas être liée à des partenaires protéiques de façon continue et que sa 
structure en solution est très similaire. Cependant, il est important de noter que la variabilité 
de séquences observées in vivo chez les viroïdes pourrait empêcher la liaison de 
l’oligonucléotide utilisé dans la réaction de transcriptase inverse ou bien nuire à l’alignement 
des réactivités de SHAPE versus la réaction de séquençage, biaisant ainsi l’analyse et rendant 
la détermination de structure in vivo très difficile pour les viroïdes. 
 
Un dernier aspect qui n’a pas été considéré concerne les différentes conformations adoptées 
par le viroïde lors de son cycle de vie. Par exemple, la prédiction des différentes 
conformations adoptées par la forme multimérique des viroïdes de la famille des 
Pospiviroidae qui favorisent la coupure et la ligation devront éventuellement être étudiées 
expérimentalement. 
 
Quasi-espèces, covariation et structure conservée 
 
Le standard ultime pour déterminer la structure secondaire d’un ARN est l’élaboration d’une 
structure conservée à partir d’un ensemble de séquences. Pour être statistiquement valable, 
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l’ensemble de séquences doit être assez grand et comporter une certaine quantité de mutations 
pour permettre la détection des motifs où la covariation existe versus les régions conservées 
(Keller et al., 2010). Les structures conservées permettent de détecter les régions où des 
mutations sont plus fréquentes et qui pourraient avoir une importance biologique in vivo. Les 
viroïdes sont des quasi-espèces, c’est-à-dire qu’ils existent dans l’hôte en tant que groupe de 
variants de séquences. Chaque variant de séquences est retrouvé à une fréquence plus ou 
moins grande selon son adaptation. Celle-ci dépend des conditions dans lesquelles la quasi-
espèce se trouve, par exemple un stress soudain peut favoriser la réplication d’un variant et 
amener un changement dans le nuage de séquences. Cependant peu d’études ont été faites 
pour caractériser l’ensemble des séquences se retrouvant dans la plante, ceci veut dire que 
même si un variant est trouvé, il n’est pas nécessairement infectieux et cette caractérisation 
devrait être nécessaire avant l’utilisation d’une séquence pour prédire une structure 
conservée. En général, les structures conservées établies pour les viroïdes ne sont pas tout à 
fait en accord avec les valeurs de réactivité observée par SHAPE. De plus, tel que montré 
pour l’analyse par SHAPE de deux variants très rapprochés de PSTVd, même si des 
mutations sont compatibles, elles peuvent changer la structure du viroïde et sa pathologie (cet 
exemple est expliqué plus bas). 
 
Éventuellement, le séquençage à haut débit est très intéressant à utiliser puisqu’il permet 
l’analyse quantitative du nuage de séquences possibles pour un variant inoculé. Un bon 
exemple a été réalisé au laboratoire avec le séquençage à haut débit de PLMVd. Ceci a permis 
de vérifier les régions où il y a des mutations dans le viroïde. Au terme d’une infection de 6 
mois, c’était un variant comportant 7 mutations par rapport au variant inoculé (PLMVd.282) 
qui était le variant le plus fréquent du nuage de séquences. La structure de ce variant a été 
élucidée par SHAPE et elle est assez différente de celle de PLMVd.282. De façon 
surprenante, les différences structurales ne sont pas nécessairement dans les régions où une 
mutation est retrouvée (données non publiées). Ceci permet de conclure qu’une structure 
modélisée par un alignement de séquences aurait eu peu de valeur pour trouver les différences 




L’importance de bien connaitre la structure secondaire est illustrée par l’étude du pARNdv 
provenant du domaine P des variants PSTVd-M (Figure 2, Chapitre 2) et PSTVd-I (Adkar-
Purushothama et al., 2015a). Les variations de séquences de ces deux viroïdes engendrent 
des différences structurales dans ces domaines. Ces différences pourraient expliquer en partie 
l’accumulation rapide de PSTVd-I et les variations au niveau de la production des différents 
pARNdv (Tsushima et al., 2015). L’étude de la structure en solution de ces deux variants a 
montré que la structure de PSTVd-I est plus ouverte dans le domaine P où l’on retrouve la 
séquence d’un ARN interférent important. Cet ARN interférent va induire la coupure de 
l’ARN messager d’un gène responsable du dépôt de la « calle » au plasmodesmosome lors 
de l’infection par un agent pathogène. Bien que plusieurs expériences aient été réalisées pour 
montrer que le pARNdv de PSTVd-I était plus efficace pour cliver l’ARNm de CalS-11, des 
expériences d’infections avec les variants de PSTVd-M ou PSTVd-I, où les séquences du 
pARNdv d’intérêt ont été interchangées, ont montré des résultats étonnants. En effet, comme 
attendu les symptômes étaient plus faibles et l’accumulation du viroïde diminuait dans le cas 
où PSTVd-I incluait la séquence duARNdv de PSTVd-M, mais rien ne changeait si PSTVd-
M contenait la séquence du pARNdv de PSTVd-I. Ceci pourrait être expliqué par le fait que 
le pARNdv à lui seul ne suffit pas pour induire la coupure de l’ARN messager en assez grande 
quantité, mais que l’efficacité de la production du pARNdv est importante pour la pathologie 
du viroïde. Les mutants produits ne tenaient pas en compte des mutations présentes dans le 
brin du bas du domaine P (c’est-à-dire les mutations du brin opposé au pARNdv). Ces 
mutations contribuent à la conformation ouverte du viroïde pour ce domaine. C’est pour cette 
raison que la différence de structure pourrait être importante lors de la production du petit 
ARN. Ceci démontre clairement qu’il est important d’avoir des informations précises sur la 
structure des viroïdes d’autant plus que ces différences pourraient potentiellement changer 
les résultats obtenus lors d’expérimentations. 
 
Comparaison des prédictions MFE pour les Avsunviroidae et Pospiviroidae 
 
Selon le modèle de transformations des valeurs de SHAPE en pseudo-énergies, la probabilité 
d’un nucléotide de haute réactivité d’être apparié est beaucoup plus faible que la probabilité 
d’obtenir un nucléotide de faible réactivité et simple brin (Sükösd et al., 2013). Ceci semble 
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bien corréler avec les structures des Avsunviroidae présentées dans le chapitre 1, mais un peu 
moins pour les structures des membres des Pospiviroidae. Plus précisément, une proportion 
plus grande de nucléotides de haute réactivité (>0,85) se retrouve appariée dans la structure 
MFE obtenue pour les Pospiviroidae. Deux raisons peuvent expliquer cette apparence de 
perte de pouvoir prédictif des réactivités de SHAPE. La première raison étant que la 
prédiction de la structure MFE n’est pas fiable pour les membres de cette famille et que la 
forme en tige (maximisant le nombre de paires de bases) est injustement favorisée au dépit 
d’une structure qui serait plus branchée. Ceci pourrait être dû à de mauvais paramètres m et 
b (expliqué plus haut). Des essais de repliement avec un paramètre m de valeur plus élevé 
pourraient être faits afin de pénaliser encore plus les nucléotides réactifs appariés. La seconde 
raison peut s’expliquer en observant attentivement la structure en forme de tige et les 
positions où les nucléotides réactifs appariés sont retrouvés. En effet, les membres des 
Pospiviroidae possèdent un nombre élevé de courtes tiges internes et bien que cette structure 
finale soit stable, chaque tige est sûrement flexible et selon la réactivité des nucléotides à 
l’extrémité des tiges peuvent se retrouver appariés ou non appariés, donc ils sont 
nécessairement plus réactifs. Cette observation corrèle aussi avec la localisation des 
nucléotides de haute réactivité appariés chez les Avsunviroidae (Chapitre 1) et ARNsc 
(Chapitre 4). Finalement, l’utilisation des valeurs de réactivités pour guider le repliement de 
la structure des viroïdes a apporté d’excellents modèles structuraux pour les deux familles de 
viroïdes qui pourront éventuellement être améliorés. 
 
Classification des membres des Pospiviroidae grâce au compendium de structures 
 
Avec la réalisation du compendium de structures des viroïdes, il est maintenant intéressant 
de regarder les viroïdes avec des motifs similaires et de les classer en groupe. Ces motifs 
peuvent être la taille des boucles, le CCR ou les extrémités. Un schéma des différents motifs 
est présenté ici, sans les séquences et en tenant compte de la moyenne des réactivités 
rencontrée pour les viroïdes (Figure 2). Ceci pourrait permettre d’améliorer la phylogénie 
des viroïdes et aussi d’expliquer les différences au niveau des hôtes infectés. Les motifs 
décrits ici selon leur réactivité peuvent être utilisés pour classer de nouveaux viroïdes, comme 





Figure 2 Les motifs importants pour classer les viroïdes dans les différents genres 
Rappel des motifs caractérisant les différents genres des Pospiviroidae. Les couleurs des 
nucléotides représentent les moyennes des réactivités de SHAPE et les nucléotides 
soulignées sont constamment hyper-réactifs pour tous les viroïdes de ce genre. 
 
Structure tridimensionnelle des viroïdes 
 
La technique de SHAPE permet de cartographier la dynamique des nucléotides, c’est-à-dire 
que l’ARN étant une molécule flexible, la réactivité de chaque nucléotide est dépendante de 
cette flexibilité. En effet, la réactivité des nucléotides corrèle très bien avec le paramètre 
d’ordre généralisé (S2) provenant de la RMN qui correspond à une mesure de l’amplitude du 
mouvement et qui a bien été caractérisé pour l’ARN (Shajani et Varani, 2005). La plupart 
des nucléotides de haute réactivité ont une valeur de S2 près de 0,5 alors que les nucléotides 
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de faible réactivité auront une valeur de S2 plus près de 1 (Gherghe et al., 2008). Les mesures 
S2 sont dérivées de mesures RMN sur une échelle variant de la picoseconde à la nanoseconde, 
montrant que la réactivité est influencée par les mouvements rapides locaux des nucléotides. 
Par contre, la réactivité ne corrèle pas toujours avec le paramètre S2, suggérant que la 
réactivité peut aussi être influencée par des mouvements plus lents non détectés par RMN. 
 
Le réactif de SHAPE utilisé lors de cette thèse à la particularité de réagir très rapidement soit 
l’hydrolyse du BzCN a un temps de demi-vie de 0,025 seconde à 37°C (Mortimer et Weeks, 
2008). La réaction avec l’ARN est donc complète en environ 1 seconde. Ce réactif peut être 
utilisé pour étudier la cinétique du repliement de l’ARN. Ceci pourrait être intéressant à 
étudier pour les viroïdes. Particulièrement pour déterminer les voies de repliement des 
interactions tertiaires comme le motif cruciforme et les pseudonoeuds de PLMVd (+) 
(Chapitre 1). De façon similaire, d’autres réactifs de SHAPE permettent l’étude des 
nucléotides qui ont une dynamique lente (temps d’hydrolyse lent) et aussi qui peuvent 
mesurer les empilements (Steen et al., 2012). Il pourrait être intéressant de les utiliser pour 
répéter les expériences de SHAPE sur quelques viroïdes des deux familles déjà étudié afin 
de comparer les résultats. Il sera alors très important d’étudier les mêmes variants pour 
comparer adéquatement les résultats et améliorer les modèles structuraux. 
 
Pour commencer, les valeurs de réactivité de SHAPE obtenues peuvent être utilisées pour 
émettre des hypothèses sur la conformation adoptée par les nucléotides hyperréactifs. En 
effet, lors de la réaction du réactif de SHAPE, la stéréochimie du nucléotide et des nucléotides 
adjacents ont de l’influence sur sa facilité 2’OH (2’-hydroxyle) à réagir avec le réactif de 
SHAPE (McGinnis et al., 2012). Plus particulièrement, il a été observé que les nucléotides 
dans une conformation C2’-endo étaient très souvent hyperréactifs. En fait, les nucléotides 
hyperréactifs ne semblent pas adopter une conformation normale Watson-Crick. Les autres 
conformations tridimensionnelles du ribose et de la base nucléique favorable à 
l’hyperréactivité sont : une longue distance entre le 2’-OH et le groupement phosphate d’un 
nucléotide, une courte distance entre le 2’-OH et la position O2 d’une pyrimidine et une 
courte distance entre le 2’-OH et la position N3 d’une purine. L’utilisation des pseudo-
énergies pour replier la structure ne tient pas en compte de cette subtilité qui relève de la 
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modélisation tridimensionnelle. Étonnamment, pour les membres de la famille Pospiviroidae 
certains nucléotides étaient constamment hyperréactifs d’une espèce à l’autre et aussi d’un 
genre à l’autre. Éventuellement, ces valeurs de réactivité pourront certainement être utilisées 
pour effectuer une modélisation tridimensionnelle des viroïdes. 
 
Les modèles de structures secondaires élaborés pour PSTVd-M (Figure 2, Chapitre 2) et 
PSTVd in vivo (López-Carrasco et Flores, 2016) ont déjà été utilisés pour modéliser les 
structures tridimensionnelles des boucles internes 1, 2 et terminale du domaine TR des 
Pospiviroid (Steger, 2017) (Figure 3). La réactivité de SHAPE peut être utilisée pour évaluer 
ces modèles. Par exemple la boucle CC/UU (boucle interne 1) du domaine TR est très peu 
réactive par SHAPE et dans la modélisation tridimensionnelle ces nucléotides sont appariés 
en conformation cis Watson-Crick ce qui restreint le mouvement des nucléotides (Bindewald 
et al., 2011). Le modèle tridimensionnel corrèle bien avec les faibles valeurs de SHAPE 
observées. La boucle terminale est très réactive, particulièrement le nucléotide U177. Dans 
le modèle 3D, ce nucléotide participe à une interaction de type trans sucre/Hoogsteen avec 
le nucléotide C180 plaçant le 2’OH du ribose U177 en pont hydrogène avec le NH2 de C180. 
Ce pont hydrogène n’est pas thermodynamiquement favorable (Mládek et al., 2009), alors il 
est possible qu’il ait de la flexibilité au niveau du 2’OH de U177 ce qui favoriserait la 
conformation plus éloignée du groupe PO4 en 3’ et augmenterait ainsi l’attaque nucléophile 
du 2’OH de l’U177 sur le réactif de SHAPE tout en restreignant le mouvement du nucléotide 
C180 qui est moins réactif au BzCN (>0.45). Pour ce qui est de la conformation 3D de la 
boucle interne 2, elle est plus difficile à interpréter puisque le modèle 3D ne montre qu’une 
portion de cette boucle. Par contre, les résultats des différentes techniques de cartographie 
(DMS, RNase, SHAPE in vitro et in vivo) corrèlent très bien dans cette région. Ceci permet 
d'émettre l'hypothèse qu’il y a beaucoup de flexibilité pour les nucléotides de cette boucle. 
Pour terminer, les données de cartographies pourront être utilisées avec la modélisation 3D 





Figure 3 Structure 2D du domaine TR de PSTVd avec conformation 3D 
Conformation 3D des boucles internes 1 et 2 et de la boucle terminale du domaine TR telles 
que prédites dans Steger, 2017. La convention Leonitis-Westoff est utilisée pour les paires 
de base atypiques. Le cercle représente une paire Watson-Crick et le triangle ouvert une 
interaction sugar-edge et le carré est une paire Hoogsteen. Les sigles noirs sont pour des 
interactions cis et ceux blancs sont pour les interactions trans. 
 
Phylogénie des viroïdes 
 
L’élaboration d’un arbre phylogénique pour les viroïdes est difficile et aussi controversée 
(Jenkins et al., 2000). Premièrement, l’identité de séquence des viroïdes est généralement 
plus faible que 65%. Dans le cas de tout autre organisme, un arbre phylogénique avec si peu 
de similitudes au niveau des marqueurs utilisés ne serait jamais valable. Pour générer l’arbre 
de façon adéquate, d’autres marqueurs comme de plus longues séquences seraient utilisés. 
Deuxièmement, les recombinaisons fréquentes observées entre plusieurs viroïdes 
compliquent la tâche, puisque chaque partie n’a pas eu le même temps d’évolution. 
Troisièmement, les viroïdes ont un génome circulaire, et aucun algorithme ne permet 
l’alignement de génomes circulaires, il est alors très difficile de trouver le nucléotide 1 sur 
lequel commencer l’alignement. Tous ces facteurs obligent une correction manuelle de 
l’alignement généré pour effectuer l’analyse phylogénétique. D’un autre côté, il est évident 
que la structure des viroïdes est importante et conservée puisqu’ils évoluent en tant que quasi-
espèces, ceci est observable par les différents motifs conservés par genre et présentés dans 
cette thèse, comme le CCR et l’extrémité TR. C’est pour ces raisons que l’utilisation de la 
structure pourrait s’avérer très intéressante afin d’effectuer l’arbre phylogénique ou du moins 
en proposer les branches principales. Par exemple, deux arbres différents sont généralement 
présentés pour les Apscaviroid, un des deux arbres classe les viroïdes Apscaviroid branchés 
ensemble et ceux en forme de bâtonnet dans une autre branche de l’arbre (Zhang et al., 2014). 




Apscaviroid : le groupe central des viroïdes? 
 
L’origine monophylétique des viroïdes est controversée et ne sera probablement jamais 
connue, mais avec les connaissances biologiques et structurales obtenues à ce jour une 
hypothèse pourrait être posée quant au genre auquel l’ancêtre commun de ces deux familles 
aurait pu appartenir. L’hypothèse des Apscaviroid comme le groupe central des viroïdes est 
intrigante (Figure 4). Cette hypothèse s’appuie sur la présence de structures en forme de 
bâtonnet et branchées de ce groupe qui peuvent suggérer que les membres des Apscaviroid 
sont le lien entre les Avsunviroidae et les Popiviroidae. 
 
De plus, contrairement aux Pospiviroid, les Apscaviroid ne possèdent pas la boucle interne 2 
du domaine TR (décrit plus haut) qui permet l’interaction avec la protéine Virp1 permettant 
le mouvement vers le noyau. Les Avsunviroidae aussi n’ont pas ce motif, par contre il a été 
montré qu’ELVd (+) transite au noyau avant de se rendre au chloroplaste pour être répliqué. 
De ce fait, il est probable que les autres membres des Avsunviroidae transitent aussi vers le 
noyau et aussi qu’il existe un motif commun entre les Apscaviroid et les Avsunviroidae pour 
le mouvement vers le noyau.  
 
Un autre indice concerne les hôtes où sont retrouvés les viroïdes des différents genres. En 
effet, les Apscaviroid et les Avsunviroidae ont une gamme d’hôtes assez restreinte et 
similaire. Par exemple, PBCVd (Apscaviroid) et PLMVd (Avsunviroidae) peuvent infecter 
les poiriers. Aussi, de nombreux cas de co-infections ont été observés entre certains 
Apscaviroid et des membres des Pospiviroid, Hostuviroid et Cocadviroid et les membres de 
la famille des Avsunviroidae chez certains hôtes plus permissifs comme les citronniers. Des 
indices de co-infections passées sont observables par des fragments de séquences communes 
entre certains viroïdes attribués à la recombinaison entre les viroïdes. La recombinaison 
semble être plus fréquente pour les viroïdes en bâtonnets entre eux et pour les Apcaviroids 
branchés entre eux. Toutefois, aucun indice de recombinaison n’est apparent entre les 
Apscaviroids et les Avsunviroidae, ce qui n’est pas étonnant étant donné la fréquence de 
mutations des viroïdes et les différences biologiques des viroïdes des deux familles. Par 
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contre, la structure branchée des membres de ces deux groupes, et les boucles plus larges 
sont peut-être les vestiges de cet ancêtre commun.  
 
Finalement, certaines pièces manquantes à ce casse-tête évolutif se retrouvent sûrement du 
côté de la pression sélective causée par l’interaction des viroïdes et ses hôtes comme 
l’adoption d’une structure résistante au mécanisme d’ARN interférence de la plante, mais 
permettant la production de pARNdv qui semblent être la clé du succès de l’infection et du 





Figure 4 Schématisation de l’évolution des viroïdes avec un ancêtre commun 
appartenant au genre Apscaviroid 
Les différents genres des viroïdes sont représentés ici. Le CCR est le motif nécessaire à la 
distinction entre les genres des Pospiviroidae. Avec les Apscaviroid des groupes en bâtonnet 
(L, linéaire) et branché (B) au centre, l’évolution de la structure pourrait se produire vers la 
diversification de la structure. Les flèches en bleu représentent les recombinaisons entre les 
différents genres pour certains viroïdes. La couleur de fond du viroïde représente le genre 
auquel il appartient. La seule espèce du genre Avsunviroid (ASBVd) a une structure 
secondaire en bâtonnet. Ce faisant, l’ancêtre commun le plus près d’ASBVd pourrait être un 
Apscaviroid du groupe L (?). Le motif C/UCC assurant le transport vers le noyau n’est pas 
retrouvé chez tous les viroïdes.  
CONCLUSION GÉNÉRALE 
Le travail présenté dans cette thèse a permis de proposer une structure en solution des 
membres de chaque famille des viroïdes et de deux ARN satellites circulaires de façon 
précise, et ce pour la première fois. Ce compendium de structure a permis d’identifier des 
motifs importants pour classer les viroïdes. L’adaptation de la technique de cartographie de 
l’ARN par SHAPE a largement fait ses preuves et elle sera certainement essentielle pour 
plusieurs études futures, par exemple lors de la découverte de nouveaux viroïdes. 
Éventuellement, les données de réactivité présentées ici pourront être utilisées pour améliorer 
les modèles structuraux des différents viroïdes puisque les algorithmes de prédiction des 
structures s’améliorent constamment. Enfin, l’étude de la structure des différents viroïdes 
dans des contextes biologiques permettra sûrement de mieux comprendre la dynamique de la 
structure des viroïdes, l’interaction avec les différents hôtes et leur évolution. 
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Le promoteur de la polymérase T3 ou T7 est souligné. 
Des oligonuléotides marqués par les fluorophore 6Fam ou NED ont aussi été utilisés pour la 
cartographie par SHAPE. Ils correspondent aux séquences les plus courtes de cette liste. 
